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RESUMO 
 
O potencial de aplicação dos biossurfactantes, compostos tensoativos, produzidos a partir 
de micro-organismos é baseado em suas propriedades funcionais, que incluem: 
emulsificação, separação, umedecimento, solubilização, desemulsificação, inibição de 
corrosão, redução de viscosidade de líquidos e redução da tensão superficial. Este trabalho 
teve como objetivo avaliar a produção de biossurfactante pela cepa de Pantoea sp., 
utilizando milhocina, caldo da casca do abacaxi e gordura vegetal pós-fritura como matéria-
prima não convencional. Nos ensaios com Pantoea sp. em mesa agitadora, avaliou-se as 
concentrações mínimas ótimas dos substratos, através de Delineamento Composto Central 
Rotacional (DCCR). Os resultados indicaram que as concentrações mínimas ótimas dos 
substratos foram 2%(v/v) gordura vegetal, 5%(v/v) de milhocina e 25,0% do caldo da casca 
do abacaxi. Por apresentar a maior redução na tensão superficial (30,0 mN,m) e um 
rendimento de 2,8g/L. Nestes ensaios, observou-se um alto crescimento celular, obtendo 
uma densidade óptica (a 600nm) de 5,0 com 48 h de cultivo. Com base nos resultados 
conduzidos e da otimização em mesa agitadora, o meio foi selecionado para estudos em 
fermentador de bancada. Realizaram-se ensaios utilizando biorreator a 30°C, 350 rpm e 
com aeração 0,5vvm, o perfil de produção do biossurfactante foi observado. A estabilidade 
do biossurfactante foi avaliada frente a variações extremas de temperatura, pH e 
concentrações de NaCl. O biossurfactante produzido por Pantoea sp. demonstrou ser 
estável a variações de temperatura, pH e concentrações de NaCl. Determinações da 
caracterização química foram conduzidas pelas análises de RMN, LC-MS, IR-FT, UV-vis, 
Potencial Zeta, confirmando que biossurfactante produzido é um glicolipídeo de caráter 
aniônico. Além de ter potencial para uso na remediação de ambientes contaminados com 
hidrocarbonetos, por apresentar resultados satisfatórios para remoção de compostos 
derivados do petróleo. 
 
 
Palavras-chave: Biossurfactante, Pantoea sp, Biorremediação de solo. 
 
 
  
 
 
 
ABSTRACT 
 
The potential of compounds surfactants produced from microorganisms is based on their 
functional properties, which include emulsification, separation, wetting, solubilizing, 
demulsification, corrosion inhibition, reduced viscosity and liquid surface tension 
reduction. This study aimed to evaluate the production of biosurfactant by strain of Pantoea 
sp. Using corn steep liquor, juice from the pineapple peel and post-frying vegetable fat 
feedstock unconventional. In trials with Pantoea sp. in shaker table, assessed the minimum 
optimum concentrations of substrates by rotational central composite design (CCRD) 
computer program. The results indicated that the minimum optimal concentrations of the 
substrates were 2% (v / v) vegetable fat, 5% (v / v) of corn steep liquor and 25.0% 
pineapple juice from hulls. It showed the highest reduction in surface tension (30.0 mN/ m) 
and a yield of 2.8 g / L. In these tests, we observed a high cell growth, achieving an optical 
density (at 600nm) of 5.0 to 48 h of cultivation. Based on the results of the optimization 
carried out in table shaker, the medium was selected for studies in bench fermentor. Assays 
were performed using a bioreactor at 30 ° C, 350 rpm and 0.5vvm aeration, it was 
observed, the profile of production of the biosurfactant. Was accompanied by the thermal 
stability, effect of variation of pH and NaCl concentration, the surface tension of the 
biosurfactant produced and its chemical composition. The biosurfactant produced by 
Pantoea sp. showed stable to temperature, pH and NaCl concentration. Chemical 
characterization analyzes conducted by analysis of NMR, LC-MS, FT-IR, UV-vis confirms 
that it is a glycolipid biosurfactant produced anionic character. In addition to potential use 
in the remediation of contaminated environments, removing oil, petroleum, oil diesel, 
kerosene, oil motor. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Os surfactantes apresentam uma produção mundial superior a três milhões de 
toneladas por ano, onde são sintetizados a partir de derivados do petróleo, como matéria 
prima para a fabricação de detergentes de uso doméstico (ZHENG et al., 2012). Estes 
surfactantes são moléculas anfipáticas constituídas de uma porção hidrofóbica e outra 
hidrofílica, onde a porção apolar é frequentemente uma cadeia hidrocarboneto, enquanto 
que a porção polar pode ser iônica (aniônica ou catiônica), não-iônica ou anfotérica, 
(ABBASI et al., 2012). A busca por surfactantes naturais em substituição aos surfactantes 
sintéticos derivados do petróleo tem sido assunto de grande interesse da biotecnologia, em 
função da necessidade de preservação ambiental. Nesse contexto, destacam-se os 
metabólitos produzidos por microrganismos, os chamados biossurfactantes (ANDERSEN 
et al., 2014).  
Os biossurfactantes são grupos de compostos químicos produzidos por diversos 
microrganismos como bactérias, fungos filamentosos, algas e leveduras, com aplicação 
industrial, particularmente, como umectantes, surfactantes, na cosmetologia, em 
preparações terapêuticas, no controle da poluição ambiental, na redução da tensão 
superficial, entre outras. Possuem vantagens especiais sobre surfactantes químicos como 
baixa toxicidade, biodegradabilidade, produção a partir de substratos renováveis, 
capacidade de modificação estrutural através de engenharia genética ou métodos 
microbiológicos, apresentando estabilidade em valores extremos de pH e temperatura, 
(SHAVANDIA et al., 2011; APARNA et al., 2012). Contudo, na atualidade os 
biossurfactantes não são amplamente utilizados pela indústria devido ao alto custo de 
produção, associado aos métodos ineficientes de recuperação do produto e ao uso de 
substratos de alto custo. Porém, o problema econômico da produção pode ser 
significativamente reduzido por meio do uso de fontes alternativas, com o uso de nutrientes 
facilmente disponíveis, como subprodutos agrícolas ou de processamento industrial 
(NAWAWI et al., 2010). A utilização destes produtos pode ser uma estratégia importante 
para diminui os custos da produção do biossurfactante e, consequentemente, reduzir a 
poluição causada por esses rejeitos quando lançado no meio ambiente. Como também, no 
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ramo agroindustrial onde são processados vários produtos agrícolas gerando uma grande 
quantidade de rejeitos. Com o acúmulo desses resíduos, tem aumentado o interesse na 
utilização desses materiais como fonte de nutrientes para transformação microbiana 
(NAJAFI et al., 2011). 
Atualmente, inúmeras alternativas vêm sendo apresentadas na literatura como fontes 
de carbono e nitrogênio, desde fontes hidrofílicas (como glicose, lactose, glicerol, amido, 
milhocina, manipueira, caju, casca de maçã, processo de efluentes de batata, casca de batata 
doce, casca de beterraba, farelo de arroz e farelo de soja) até hidrofóbicas (óleo de soja, 
óleo de girassol, óleo de babaçu, óleo de fritura, óleo de milho, óleo diesel, querosene e 
hexadecano), resíduos de várias frutas, legumes e hortaliças estão sendo utilizados em 
processos de fermentação para produção de biopolímeros (ANANDARA, et al., 2010; 
APARNA et al., 2012). Os resíduos indústrias com elevado valor de carboidratos ou 
lipídios encontrados são elementos necessários para o uso como substratos para produção 
de biossurfactante (DARVISHI et al., 2011). Outra razão importante é escolha dos micro-
organismos produtores de biossurfactante, onde seu grande potencial econômico e 
industrial é devido ao rápido desenvolvimento e habilidade de adaptação em diferentes 
condições. Algumas espécies de micro-organismos são conhecidas pela sua capacidade de 
produzir compostos com propriedades tensoativos, como Bacillus subtilis, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacilus licheniformis, Candida lipolytica, Rhodococccus erythropolis, 
Candida tropicalis, Acinetobacter calcoaceticus, entre outros (SATPUTE et al., 2010; 
PACWA-PŁOCINICZAK et al., 2011).  
O gênero Pantoea sp. são isolados de diversos nichos ecológicos, apresentam 
pigmentação amarela ou bege e mobilidade, são endofíticos não patogênicos de plantas ou 
epífetas. Neste contexto, podem ser benéficas para a planta hospedeira, contribuíndo na 
promoção do crescimento por meio da produção de hormônio, de ácido indol-acético 
(IAA), solubilização de fosfato e fixação de nitrogênio (XIA et al., 2011; MERGAERT et 
al., 1993). Algumas cepas de Pantoea apresentam proteção contra várias bacterioses em 
plantas, bem como doenças fúngicas e podridões pós-colheita de frutas (XU et al., 2011; 
ISMAIL et al., 2012). Contribuindo também, resistência a antibióticos e metais pesados e 
sobrevivência em condições adversas, catabolismo dos amino e ácidos orgânicos, 
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carboidratos e íons inorgânicos, colonização e disseminação (MUTHU et al., 2011 KODO 
et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2013). 
As principais causas dos danos ambientais promovidos por compostos orgânicos de 
origem petrolífera são oriundas de derramamentos acidentais ou algumas vezes ao descarte 
intencional de óleo ou resíduo oleosos na água ou no solo, ocorrendo normalmente através 
da corrosão nos encanamentos e bombas, levando a vazamentos, e no derramamento 
durante o transporte (AMANI et al., 2010; XU et al., 2011).  Numerosos estudos indicam 
que compostos aromáticos constituintes dos derivados de petróleo contendo um, dois e três 
anéis são considerados agudamente tóxicos, enquanto que os hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos (HAP) de alto peso molecular são considerados como carcinogênicos, 
mutagênicos, teratogênicos, além de possuírem efeitos tóxicos para os seres vivos 
(TAKAHASHI et al., 2011).  Atualmente, a biorremediação tem sido um método bastante 
utilizado para avaliar contaminações do meio ambiente, utilizando micro-organismos 
exógenos com capacidade degradativa conhecido, isolados naturalmente ou manipulados 
geneticamente (ZHANG et al., 2011).  
Surfactantes produzidos por estes micro-organismos são utilizados nos processos de 
biorremediação, por apresentar capacidade de degradar substratos insolúveis em água como 
hidrocarbonetos sólidos e líquidos, gorduras óleos e graxas, auxiliando na despoluição 
ambiental (SPONZA & GOK, 2011). Dessa forma, os processos de biorremediação dentro 
da biotecnologia, têm sua importância reconhecida, principalmente, nos países 
industrializados, possibilitando modificações no tratamento de efluentes e demais 
ambientes (THAVASI et al., 2011).  A biorremediação oferece algumas vantagens sobre 
outras técnicas de remediação, por não alterar o equilíbrio dos ecossistemas, visando 
somente a biodegradação dos compostos poluentes, portanto a redução da concentração 
e/ou toxicidade (GHRIBI et al., 2012).  Sendo assim, foi estudado a produção de 
biossurfactante por Pantoea sp. a partir de substrato hidrofóbico (Gordura vegetal pós-
fritura) e dois substratos hidrofílicos: milhocina e caldo da casca do abacaxi representando 
uma alternativa com vantagens econômicas e possibilitando a aplicação do biossurfactante 
na biorremediação, sendo assim, contribuindo para a redução da poluição ambiental e ao 
desenvolvimento sustentável. 
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2.  OBJETIVOS 
 
Avaliar a produção otimizada de biossurfactante por Pantoea sp. utilizando fontes 
nutricionais à casca de abacaxi e milhocina, bem como, avaliar a remoção de derivados do 
petróleo em solo contaminado. 
 
2.1 Objetivos específicos 
 Avaliar o perfil de crescimento do Pantoea sp. e produção de biossurfactante, frente 
a meio de baixo custo; 
  
 Otimizar a produção de biossurfactantes por Pantoea sp., utilizando Delineamento 
Composto Central Rotacional - DCC; 
 
 Avaliar a produção de biossurfactante em larga escala, utilizando biorreator de 
bancada; 
 
 Realizar o isolamento e a caracterização do biossurfactante produzido; 
 
 Avaliar as propriedades do biossurfactante; 
 
 Aplicar o biossurfactante na remoção de petróleo e seus derivados presente em solo 
contaminado. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. Biossurfactante 
 
Biossurfactantes constituem um grupo bastante diverso de compostos tensoativos 
sintetizados por fungos, bacterianos e leveduras que possuem a típica estrutura anfifílica 
dos surfactantes sintetizados quimicamente em que a porção hidrofóbica é constituída ou de 
ácidos graxos de cadeia longos, ou hidroxiácidos, ou ainda α – alquil – β – hidroxi ácidos 
graxos. A porção hidrofílica pode ser constituída ou de carboidratos, aminoácidos, peptídeo 
cíclico, fosfato, ácido carboxílico, ou de um álcool (ABBASI et al., 2012). Esta molécula 
tende a se distribuir nas interfaces entre as fases fluídas com diferentes graus de polaridades 
(óleo/água ou água/óleo) formando um filme molecular ordenado, atuando no desequilíbrio 
da força eletrostática das moléculas da água reduzindo a tensão interfacial, como também a 
tensão superficial (Figura 1). São excretados no meio de cultivo durante o crescimento do 
microrganismo, onde auxilia o transporte e translocação de substratos insolúveis através da 
membrana celular (ZHENG et al., 2012). Entretanto, alguns microrganismos mantêm os 
biossurfactantes associados à parede celular, facilitando a penetração dos hidrocarbonetos 
no espaço periplasmático (SHAVANDIA et al., 2011). Todo biossurfactante pode agir 
também como bioemulsificante, mas nem todo bioemulsificante é um biossurfactante. Os 
bioemulsificantes são compostos com capacidade de formar e de estabilizar a emulsão 
formada. Esta propriedade pode ser avaliada pela diferença entre densidade ótica antes e 
após agitação da mistura do meio de cultura e uma solução hidrofóbica (RIVARDO et al., 
2009). A emulsão é considerada como estável se seu volume, 24 h após a sua formação, 
ainda corresponder a 50 % do seu volume original (ANANDARA et al., 2010; SPONZA & 
GOK, 2011).  
A tensão superficial está correlacionada com a concentração micelar crítica (CMC). 
Surfactantes eficientes possuem uma baixa CMC, isto é, menor quantidade de surfactante é 
necessária para o decréscimo da tensão superficial. A concentração micelar crítica é a concentração 
na qual a termodinâmica do sistema tensoativo-solvente favorece a formação de micelas. 
Entretanto, numa solução em que a concentração de tensoativo é baixa, as moléculas existem na 
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forma de monômeros, quando a concentração do tensoativo vai aumentando, os monômeros vão 
saturando a interface (SHAVANDIA et al., 2012). 
 
Figura 1. Estrutura molecular de um biossurfactante (Surfactina) e seu comportamento em um 
sistema água/óleo e água/ar. 
 
Cada vez que uma nova molécula é adicionada à solução, vai aumentando a interação 
desfavorável entre a fração apolar e as moléculas de água até o ponto em que os 
monômeros vão-se agregando formando micelas, vesículas, monocamadas e complexos 
polímero–surfactante (figura 2).  
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Figura 2. Tensão Superficial, interfacial e solubilização em função da concentração de surfactante. 
 
A formação de um filme molecular, ordenado nas interfaces, a qual reduz a tensão 
superficial e interfacial, é responsável pelas propriedades únicas dos surfactantes, como: 
detergência, emulsificação (micro e macro), lubrificação, ação espumante e antiespumante, 
capacidade molhante, solubilização e dispersão de fases (figura 3) (XU et al., 2011; VAZ et 
al., 2012; MNIF et al., 2013). Os agregados formados por biossurfactante são amplamente 
estudados por possuir interfaces anisotrópicas que separam uma região aquosa, portanto 
hidrofílica, de uma região hidrofóbica cujas características são tipicamente de um óleo. O 
relevante aspecto destas interfaces é de que elas podem controlar propriedades físicas e 
induzir mudanças de reatividade química e biológica. Estes sistemas têm sido usados com 
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frequência para mimetizar reações químico-biológicas uma vez que, essencialmente in vivo, 
as reações ocorrem em interfaces, e eles constituem sistemas menos complexos do que 
membranas biológicas (JAIN  et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Perfis típicos obtidos para técnicas mais utilizadas na determinação da concentração 
micelar crítica (CMC). 
 
3.1.1. Micro-organismos produtores de biossufactantes e sua classificação 
 
Diferentemente dos surfactantes sintéticos, que são classificados de acordo com a 
natureza dos seus agrupamentos polares, os tensoativos biológicos constituem uma das 
principais classes de tensoativos naturais e são classificados pelo seu peso molecular, sua 
composição química e sua origem microbiana. 
Os biossurfactantes são classificados de acordo com a natureza bioquímica e sua 
origem microbiana, pois cada família de biossurfactante apresenta propriedades e funções 
fisiológicas diferentes, sendo que a maioria é constituída por porções hidrofílicas e 
hidrofóbicas distintas (Tabela 1). Entretanto, de acordo com D’hondt et al (2014), os 
biossurfactantes também podem ser classificados a partir de sua massa molar. 
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Baixo peso molecular: são geralmente glicolipídeos contendo os açúcares ramnose, 
soforose e trealose e lipopeptídeos que consistem de polipeptídios curtos produzidos 
extracelularmente e capazes de reduzir a tensão superficial do meio. 
Alto peso molecular: são biopolímeros que incluem lipoproteínas, complexos 
lipopolissacarídeo-proteína e complexos polissacarídeo-proteínas-ácidos graxos. Estes 
biossurfactantes estão associados à produção de emulsão. 
Glicolipídeos: são geralmente carboidratos combinados com ácidos alifáticos de cadeia 
longa ou ácidos alifáticos hidroxilados (ex: trealolipídeos, soforolipídeos e ramnolipídeo). 
Eles estão envolvidos na entrada de hidrocarbonetos de baixa polaridade em células 
microbianas; 
- Lipossacarídeos: um exemplo desse tipo de bioemulsifícante extracelular é o emulsan com 
alto peso molecular e solúvel em água produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus; 
- Lipopeptídeos: são bastante eficazes na redução de tensão superficial e interfacial; a 
surfactina, produzida pela Bacillus subtilis, é o biossurfactante mais potente já relatado; 
- Fosfolipídeos: embora estejam presentes em todos os microrganismos, existem poucos 
exemplos de produção extracelular. Os mais conhecidos são produzidos por 
Corynebacterium lepus. Em alguns casos, os próprios fosfolipídeos da membrana celular 
agem como biossurfactantes; 
- Ácidos graxos e lipídeos neutros: são proteínas hidrofóbicas, como o ácido osteálgico e os 
ácidos corinomicólicos. 
Muitas espécies de microrganismos têm sido descritas como produtoras de agentes de 
superfície ativa (biossurfactante). A atividade superficial do meio ou fenômenos 
relacionados, sendo que muitos tipos de biossurfactantes têm sido isolados e caracterizados 
(Tabela 1). A exemplo, ramnolpídeos, produzidos por diferentes espécies de Pseudomonas 
(ABBASI et al., 2012), ou soforolipídeos, produzidos por diversas espécies de Torulopsis. 
As lipoproteínas ou lipopeptídeos como a surfactina, produzida por Bacillus subtilis. Outros 
surfactantes microbiológicos efetivos são micolatos e corynomicolatos, os quais podem ser 
encontrados em espécies do gênero Corynebacteria, Mycobacteria e Nocardia, 
raminolipídeos os quais são normalmente isolados de Pseudomonas aeruginosa e 
Gluconobacter cerineus (SATPUTE et al., 2010; FRANZETTI et al., 2012; DHAIL, 2012). 
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Entre tantos tipos diferentes de biossurfactantes isolados, e diversas espécies de 
microrganismos produtores de biossurfacantes, muitos estudos em busca de novos 
microrganismos com um elevando potencial de produção.      
 
Tabela 1. Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos (SATPUTE et al., 
2010). 
Tipos de Biossurfactante Microrganismos 
GLICOLIPÍDEOS  
 raminolipídeos  Pseudomanas aeruginosa 
 soforolipídeos Torulopsis bombicola, T. apícola 
 trealolipídeos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium 
sp 
LIPOPÍDEOS E LIPOPROTEÍNAS  
 peptídeo-lipídeo Bacillus licheniformis 
 viscosina Pseudomanas fluorescens 
 serrawetina Serratia marcescens 
 surfactina Bacillus subtilis 
 subtilisina Bacillus subtilis 
 gramicidina  Bacillus brevis 
 polimixina Bacillus polymyxa 
ÁCIDOS GRAXOS, LIPÍDEOS 
NEUTROS E FOSFOLIPÍDEOS 
 
 ácidos graxos  Corynebacterim lepus 
 lipídeos neutros Nocardia erythropolis 
 fosolipídeos Thiobacillus thioxidans 
SURFACTANTES POLIMÉRICOS  
 emulsan Acinetobacter calcoaceticus 
 biodispersan Acinetobacter calcoaceticus 
 liposan Candida lipolyca 
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Revisão Bibliográfica 
 caboidrato-lipídeo-proteína Pseudomanas fluorescens 
 manana-lipídeo-proteina Candida tropicalis 
SURFACTANTES PARTICULADOS  
 vesículas Acinetobacter calcoaceticus 
 
3.1.2. Propriedades e vantagens do biossurfactantes 
 
As propriedades dos biossurfactantes incluem a redução da tensão superficial e 
interfacial entre líquidos, sólidos e gases. Como resultado, eles são capazes de misturar e 
dispersar substratos antes não solúveis, em soluções aquosas (MARKANDEA, et al., 2013). 
Quando comparados aos surfactantes sintéticos, o biossurfactante apresenta 
algumas vantagens devido as suas propriedades. São elas: 
Atividade Interfacial e Superficial – Apresenta-se mais eficientes e mais 
efetivos quando comparados aos surfactantes sintéticos. Por este motivo, para uma mesma 
redução da tensão superficial, uma menos quantidade do bioproduto é utilizado.  
Baixa toxicidade e Tolerância à temperatura – Alguns biossurfactanets e suas 
superfícies ativas toleram temperaturas elevadas de aproximadamente 100ºC.  
Tolerâncias à força Iônica – Não precipitam ou perdem sua funcionalidade 
em concentrações de até 10% de solução salina, enquanto surfactantes químicos são 
desativados na presença de 2-3%. 
Biodegradabilidade – São facilmente biodegradados em água e também no 
solo. 
Quebra de emulsões – Emulsões resultantes dos biossurfactantes podem ser 
prontamente separadas com adição de enzimas. A depolimerase, por exemplo, age na 
quebra da emulsão hidrocaboneto-óleo.  
Além de todas as vantagens acima mencionadas, pode-se citar a produção do 
biossurfactante a partir de substratos renováveis como, manipueira, melaço, óleo de 
sementes, borra de sabão, óleo de girassol, óleo de oliva, entre outros (AL-BAHRY et al., 
2013; SILVA et al ., 2010; ROCHAE SILVA et al., 2014).  
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Provavelmente, as maiores vantagens dos biossurfactantes quando 
comparados aos surfactantes sintéticos são a sua biodegradabilidade e sua aceitabilidade 
ecológica.  
 
3.1.3. Área de aplicação do biossurfactante  
 
As aplicações dos biossurfactantes se distribuem entre os mais diversos setores 
indústrias por apresentarem capacidade de detergência, emulsificação, librificação, 
solubilização e dispersão de fases (Tabela 3), como, na agricultura para a formulação de 
herbicidas e pesticidas, na indústria alimentícia como aditivos em condimentos, nas 
indústrias farmacêuticas, têxtil e cosmética (JIAN et al 2011; FRONZA et al., 2004). 
Porém, atualmente o maior mercado para o biossurfactante é a indústria petrolífera, onde 
são utilizados na produção de petróleo ou incorporados em formulações de óleo 
lubrificantes (SOUZA et al 2014;  FERRADJI et al., 2014). 
Outras aplicações na área petrolífera incluem a biorremediação e dispersão 
no derramamento de óleo, remoção e mobilização de resíduos de óleo em tanques de 
estocagens e a recuperação. Grande parte do biossurfactante produzido (400-500 
toneladas/ano) e usado nas aplicações relacionadas ao petróleo (DAS & MA et al., 2013). 
Segundo Wahaibia et al., (2014), linhagem de Bacillus subtilis isoladas de 
estações de tratamento de esgoto doméstico demonstraram grande potencial na produção do 
biossurfactante, e eficiência no aumento de recuperação de óleo, sendo assim utilizadas em 
processos microbiológicos de recuperação de óleo bruto durante a extração de petróleo. 
Os estudos realizados por Cao et al. (2009), lipopepítideo utilizado no teste 
antimicrobiano foi capaz de inibir o crescimento de algumas bactérias, como Bacillus 
subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Streptococcus faecalis e Pseudomonas 
aeruginosa e alguns fungos fitopatogênicos como Penicillium, Alternaria, Gliocadium 
virens e Chaetomium globosum, podendo possivelmente ser utilizada na medicina e na 
agricultura.  
O Bacillus subtilis, produziu biossurfactante da classe do lipopeptídeos 
cíclicos denominado surfactina, que apresentou redução da tensão superficial da água de 72 
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para 27,9mN/m e tensão interfacial entre água e o n-hexadecano para 1mN/m, sendo 
possivelmente utilizado em processos de biorremediação (NOAH et al., 2005). Os 
raminolipídeos produzidos por Pseudomonas spp apresentaram capacidade de reduzir a 
tensão interfacial entra água e n-hexadecano para 1mNm/m e a tensão superficial para 
25mN/m, como também emulsões estáveis em diesel, óleo motor e óleo de petróleo 
(SILVA et al., 2014).  
Candida bombicola e Candida apicola produzem biossurfactantes do tipo 
glicolipídeo em grande quantidade. Esses glicolipídeos (soforolipídeos) inibem o 
crescimento de Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus faecium em 
concentrações de 6-29 mg/L. Outros glicolipídeos inibem o crescimento não somente de 
bactérias Gram-positivas, mas também bactérias Gram-negativas tais como Escherichia coli 
e Serratia marcescens. (HL60, KU812) (NAMKOONG, 2002; YOUSSEF et al., 2013; 
ZHANG et al., 2011). 
Mesmo com muitas aplicações para os biossurfactantes, novos produtos com 
características especiais, sempre terão de ser desenvolvidos para atender à demanda 
comercial. 
 
Tabela 2. Função e aplicações industriais dos biossurfactantes (MUTHUSAMY  et al., 2008). 
     INDÚSTRIAS               CAMPOS DE APLICAÇÃO         PAPEL DO BIOSSURFACTANTE 
 
 
Petróleo 
 
Refinarias 
Melhorar a drenagem de petróleo, 
estimulando a libertação de óleo pelos 
dutos, redução da viscosidade do óleo 
petrolífero, diminuição da tensão 
interfacial.  
 
 
Ambiental 
 
 
Biorremediação 
Emulsificação de hidrocarbonetos, 
redução da tensão interfacial, remoção 
de metas, entre outros. 
  
Remediação do solo 
Emulsificação de hidrocarbonetos, 
dispersão, agente espumante, detergente. 
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Alimentos 
 
Emulsificação 
Emulsificante, solubilizante, dispersante, 
agente molhante, espumante, agente 
lubrificante. 
  
Ingrediente 
Interação com lipídios, proteínas e 
carboidratos.  
 
Saúde 
 
Farmacêutica e Terapêutica 
Antibacterianos, antifúngicos, antivirais 
agentes, adesivos, agentes, vacinas. 
 
Agricultura 
 
Biocontrole 
Facilitação do controle biológico de 
mecanismos de micróbios como 
parasitismo antibiose, competição, 
indução de resistência sistêmica. 
 
 
Bioprocessos 
 
Processo de transformação 
Biocatálise no sistema de duas fases 
aquosas e microemulsões, 
biotransformações, recuperação de 
produtos intracelulares, reforça a 
produção de enzimas extracelulares e 
fermentação de produto. 
 
Cosmético 
 
Saúde e produtos de beleza. 
 
Emulsificantes, agentes espumantes, 
solubilizante, humidificantes, solventes, 
agentes antimicrobianos, mediadores de 
ação das enzimas. 
 
3.2. Utilização de substratos Orgânicos na produção de biossurfactantes 
 
A quantidade e qualidade dos biossurfactantes produzidos pelas diversas espécies de 
microrganismos são influenciadas tanto pela fonte de carbono quanto pelas concentrações 
de nitrogênio, fósforo, manganês e ferro no meio, além das condições de cultivo, como pH, 
temperatura e agitação (SINGH et al., 2013). Os parâmetros utilizados para medir a 
eficiência dos biossurfactantes são: redução da tensão superficial, redução da tensão 
interfacial, emulsificação e concentração micelar crítica (PEREIRA et al., 2013). 
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Kiran et al., (2010) destacam o uso de mandioca, grão de soja, açúcar de beterraba, 
batata doce e batata. Como na produção de biossurfactante, diversos substratos de fontes 
renováveis, especialmente os de indústrias geradoras de resíduos, têm sido objetivos de 
estudo para o cultivo de microrganismo e produção de biossurfactante em escala 
experimental (Tabela 3). Os resíduos de várias frutas, legumes e hortaliças são, na maioria 
das vezes, desprezados pelas indústrias. Atualmente, estes resíduos estão sendo utilizados 
como fonte alternativa de nutrientes para a produção de biopolímeros.     
Entre as principais fontes destacam-se o efluente proveniente da extração do óleo de 
oliva (OOME), gordura animal, borra de sabão, melaço, soro de leite, farelo e palha de trigo 
e de arroz; casca de soja, de milho e de arroz; bagaço de cana-de-açúcar e de mandioca, 
resíduo de processamento de café, como a polpa do café; resíduos da indústria de 
processamento de frutas como polpa de maçã e de uva, rejeito do processamento de abacaxi 
e de cenoura, sobras de banana; rejeitos provenientes de moinhos de processamento de 
óleos como coco, de soja, de amendoim e de canola (DAVEREY et al., 2010; SILVA et al., 
2014; SOUZA et al 2014;  FERRADJI et al., 2014 ). 
Portanto, muitos estudos vêm sendo realizados com os resíduos citados anteriormente 
e, têm mostrado que eles podem atuar como matérias–primas de baixo custo eficaz para a 
produção de biossurfactante.  
Abbasi et al., (2012) estudaram a produção do biossurfactante raminolipídio pela cepa 
Pseudomonas aeruginosa MA01 isolada da água residuária proveniente de poços de 
petróleo da região Nordeste do Brasil. Nestes estudos, os pesquisadores utilizaram 
diferentes fontes de carbono: n-hexano, óleo parafínico, glicero e óleo de babaçu. O glicerol 
mostrou os melhores resultados (tensão superficial 27,47mN/m e redução da tensão 
superficial de 48,2%). A concentração de glicerol variou de 1 a 6% e observou-se que, com 
a concentração de 3%, o processo era otimizado em termos de crescimento de biomassa e 
produção de reminolipídio. A concentração de 6% indicou um efeito inibitório na produção 
do biossurfactante 
Zheng et al., (2012) estudaram a produção de raminolipídio produzido por 
Pseudomonas aeruginosa utilizando matéria-prima de baixo custo, como óleo de soja, óleo 
de girassol e glicerol e quantificaram a pureza do metabólito produzido. Entre os substratos, 
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o óleo de soja apresentou tanto a melhor produção de 4,31g/L de raminolipídio. Como o 
menor valor da tensão superficial 28mN/m, seguido pelo óleo de girassol 2,98g/L – 
30mN/m e glicerol 1,77g/L – 29,1mN/m. Todos os resultados foram satisfatórios, provando 
que matérias-primas de baixo custo podem ser aplicadas para a produção de 
biossurfactantes, reduzindo os gastos de produção 
O trabalho desenvolvido por Shavandia et al., (2011), mostrou que uma cepa de 
Rhodococcus sp. TA6 cultivada em condições hemofílicas em meio contendo óleo de oliva, 
obteve uma biomassa seca de 1g para cada grama de óleo consumido. E o biossurfactante 
produzido foi capaz de reduzir a tensão superficial da água para 25mN/m. 
Rivardo et al., (2009), obtiveram elevados rendimentos de produção de 
biossurfactante utilizando o Bacillus subtilis a partir de um meio rico em amido, simulando 
os resíduos de indústrias de processamento de batatas. Os resultados demonstraram que o 
B. subtilis foi capaz de degradar substratos para a produção do biossurfactante, sendo que 
as tensões superficiais passaram de 71,3 ± 0,1 para 28,3 ± 0,3mN/m no meio simulado, e 
para 27,5 ± 0,3mN/m em um meio contendo amido comercial e sais minerais. 
Os estudos realizados por Shavandia et al., (2012), durante o cultivo em meio 
contendo alcanos, as linhagens de Cronobacter sakazakii estudadas, foram capazes de 
reduzir a tensão superficial de água para 32mN/m. 
Oliveira et al., (2013) utilizaram o suco de caju no processo de otimização da 
produção de biossurfactante por Bacillus subtilis. A bactéria produziu um biossurfactane 
capaz de reduzir a tensão do meio para 30mN/m, apresentando uma CMC de 63,0mg/L e 
ótimas emulsões em óleo de soja e querosene.  
Mesmo com estudos realizados utilizando substratos renováveis, ainda se faz 
necessário, maior entendimento a respeito da fisiologia, genética e bioquímica das espécies 
produtoras de compostos de superfície ativa, e mais incentivos à biotecnologia para redução 
nos custos da produção dos biossurfactantes para aplicação em escala industrial. 
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Tabela 3. Estudos recentes da produção de biossurfactantes por micro-organismos em diversos 
substratos. 
 
 
Microrganismo Substrato Biossurfactante 
Pseudomonas sp. DSM 2874 Óleo de petróleo Ramnoselipídeos 
Candida lipolytica IA 1055 Óleo de babaçu Soforolipídeos 
Candida bombicola ATCC 
22214 
Óleo de milho Soforolipídeos 
Pseudomonas aeruginosa 
DS10-129 
Óleo de soja e de girassol Ramnoselipídeos 
Serratia marcescens Óleo de girassol Lipopeptídeos 
Candida sp. SY16 Óleo de soja Manosilertritol lipídeo 
Candida Antarctica, Candida 
apicola 
Resíduo de refinaria de 
petróleo  
 
Glicolipídeos 
Pseudomonas aeruginosa 
strain BS2 
Soro da coalhada e resíduos 
de destilaria 
Ramnoselipídeos 
Bacillus subtilis Processo de efluentes Batata Lipopeptídeos 
Bacillus subtilis ATCC 
21332, Bacillus subtilis LB5a 
Águas residuais de processo 
da farinha 
 
Lipopeptídeos 
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3.2.1. Ananas comosus L. (Abacaxi) 
 
 O abacaxi (Ananas comosus), originário da América do Sul, foi levado para a 
Europa logo após o descobrimento da América. O seu cultivo disseminou-se por vários 
países, como Portugal, Alemanha, Inglaterra, França, entre outros, devido grande aceitação 
do fruto pelos consumidores, justificado pelo atraente sabor e equilíbrio entre ácidos e 
açúcares (GRANADA et al., 2001). O abacaxi ou ananás, nomes utilizados tanto para a 
fruta como para a planta, pertence à família Bromelliaceae e gênero Ananas Mill. Esse 
gênero é vastamente distribuído nas regiões tropicais por intermédio da espécie Ananas 
comosus (L.), (GRANADA et al., 2004).  
O abacaxizeiro é uma planta semiperene, que alcança um metro de altura. Primeiro 
produz um único fruto, situado no ápice; depois, com a ramificação lateral do talo, 
aparecem outros frutos, de modo que a fase produtiva pode prolongar-se por vários anos. 
Quando adulto, é constituído de raízes, talo (caule), folhas, frutos e mudas. O sistema 
radicular, do tipo fasciculado, é superficial, pois a maior parte das raízes fica nos primeiros 
15 cm de solo (Figura 5). O talo apresenta o formato de uma clava, relativamente curta e 
grossa (FERREIRA, 2005). 
A inflorescência é uma espiga, formada de flores completas, cada uma localizada na 
axila de uma bráctea. O fruto é normalmente cilíndrico ou ligeiramente cônico, constituído 
por 100 a 200 pequenas bagas ou frutinhos fundidos entre si sobre o eixo central ou 
coração. A polpa apresenta-se de cores brancas, amarelas ou laranja-avermelhada, sendo o 
peso médio dos frutos de um quilo, dos quais 25% é representado pela coroa (AZEVEDO, 
2001). 
Os principais cultivares de abacaxi explorados atualmente em todo o mundo são: 
Smooth Cayenne (Cayenne), Singapore Spanish, Queen, Red Spanish (Española Roja), 
Pérola e Perolera. No entanto, estima-se que 70% da produção mundial tenham como base 
a cultivar Smooth Cayenne. As cultivares Smooth Cayenne e Pérola lideram o mercado 
brasileiro. A Smooth Cayenne é bastante explorada, sobretudo no Triângulo Mineiro, uma 
das principais regiões produtoras de abacaxi do país. Já no Nordeste brasileiro a variedade 
Pérola é a preferida (GRANADA et al., 2004).  
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   A composição química do abacaxi varia muito de acordo com a época em que é 
produzido. De modo geral, a produção ocorre no período do verão e gera frutas com maior 
teor de açúcares e menor acidez. O abacaxi destaca-se pelo valor energético, devido à sua 
alta composição de açúcares, e valor nutritivo pela presença de sais minerais (cálcio, 
fósforo, magnésio, potássio, sódio, cobre e iodo) e de vitaminas (C, A, B1, B2 e Niacina), 
no entanto, apresenta teor proteico e de gordura inferiores a 0,5%.  O fruto apresenta alto 
conteúdo em bromelina, que auxilia o processo de digestão. Trata-se de mistura de enzimas 
proteolíticas que em meio ácido, alcalino ou neutro, transforma as matérias proteicas em 
peptídeos ou aminoácidos. A bromelina pode ser isolada do suco da fruta ou do talo da 
planta, ocorrendo em maior concentração no cilindro central do abacaxi (Oliveira et al., 
2008). 
   Dos açúcares presentes no fruto, sobressai à sacarose, com teores variando de 5,9% a 
12,0%, o que representa, nos frutos maduros, 66% dos açúcares totais em média. Destacam-
se, também, a glicose e a frutose, com valores nas faixas de 1,0% a 3,2% e 0,6% a 2,3%, 
respectivamente (FRANCO, 2001; FERREIRA, 2005).    
   Os principais ácidos responsáveis pela acidez são o cítrico e o málico, os quais 
contribuem respectivamente com 80% a 20% da acidez total. A acidez total geralmente 
varia de 0,6% a 1,6% e é expressa como porcentagem de ácido cítrico, enquanto o pH da 
polpa se enquadra na faixa de 3,7 a 3,9.  Os teores de minerais dos frutos são muito 
dependentes de condições de solo e adubações. Entre os minerais, o potássio sobressai com 
valores médios de 141 mg/100 ml e 142 mg/100 ml. Os teores desse mineral são muito 
variáveis e estão na faixa de 11 mg/100ml a 330 mg/100 ml.    
Os teores de vitaminas são muito baixos, salientando-se o ácido ascórbico, com teores 
médios de 17 mg/100 ml, cuja função é conferir ao fruto certa resistência ao distúrbio 
fisiológico denominado escurecimento interno (FRANCO, 2001).  A tabela 4 mostra as 
quantidades de nutrientes existente no fruto como todo tanto da casca, quanto da polpa. 
Relatos da literatura descrevem que determinados nutrientes estão em maior quantidade 
presentes na casca do fruto. Os principais países produtores de abacaxi são os Estados 
Unidos, o Brasil, a Malásia, o México e as Filipinas. Por sua vez, a industrialização é feita, 
principalmente, no Havaí, Malásia, África do Sul, Austrália e Costa do Marfim. Os Estados 
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Unidos, a Alemanha, o Japão, o Reino Unido, o Canadá e a França são grandes 
consumidores do fruto industrializado. Paraíba, São Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, 
Rio Grande do Sul e Minas Gerais são os principais Estados brasileiros produtores. Estima-
se que o Brasil possa ocupar o primeiro lugar na posição como produtor mundial de 
abacaxi, devido ao aumento das áreas de plantio nas regiões do Triângulo Mineiro e sul do 
Pará. 
 
Tabela 4. Teor de nutrientes da casaca e da parte comestível (polpa) do abacaxi (Ananas comosus 
L.), (GONDIM et al., 2005).  
 
  
 
Parâmetro 
100g de amostra in natura da casca 
da fruta 
100g de amostra in natura da 
parte comestível da fruta 
ABACAXI ABACAXI 
 
Umidade (g) 
 
78,13 
 
86,00 
Cinzas (g) 1,03 0,40 
Lipídeos (g) 0,55 0,00 
Proteínas (g) 1,45 1,00 
Fibras (g) 3,69 1,00 
Carboidratos (g) 14,95 12,00 
Calorias (Kcal) 70,55 48,00 
Cálcio (mg) 76,44 22,00 
Ferro (mg) 0,71 0,30 
Sódio (mg) 62,63 <0,40 
Magnésio (mg) 26,79 18,00 
Zinco (mg) 0,45 0,30 
Cobre (mg) 0,11 0,11 
Potássio (mg) 285,87 131,00 
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A comercialização do fruto por sua grande maior preferência no mundo, tanto “in natura” 
como industrializado é na forma de doces cristalizados, cremes, gelatinas, pudins, 
compotas, geleias, sorvetes e sucos. Além da produção de fibras para tecidos, produz a 
bromelina, muito utilizada no amaciamento de carnes, produção de cerveja e indústria 
farmacêutica, entre outros, (ROSA & CARVALHO, 2000). 
  Atualmente, vem despertando interesse na biotecnologia como fonte alternativa de 
nutrientes para microrganismos na produção de biopolímeros.  
 
3.3. Biorremediação 
A poluição ambiental nos dias de hoje, pode ser apontada como um dos grandes 
problemas dos países desenvolvidos ou em desenvolvimento. Isso e decorrente, não apenas 
de um, mas de uma série de fatores como mau uso dos recursos naturais, a ineficiência 
ambiental (WEI et al., 1013). A contaminação de matrizes ambientais como solo água e ar 
tem crescido muito nos últimos anos. Dentre os muitos compostos nocivos ao meio 
ambiente estão os hidrocarbonetos de petróleo e derivados (ZHOU et al., 2005). Estes 
compostos possuem atividade carcinogênica e mutagênica, sendo assim, prejudiciais ao 
desenvolvimento de plantas e animais, comprometendo a saúde humana. Por tanto, novos 
métodos de remediação ambiental têm sido propostos para o tratamento de locais 
contaminados. 
Os tratamentos tradicionais tais como contenção e recolhimento através de barreiras 
flutuantes, adsorção por materiais sintéticos, entre outros, não visam a remoção total do 
poluente (MUTHUSAMY et al., 2008).  
37 
 
 
 
 
 
A biorremediação abrange várias técnicas com o propósito de recuperar ambientes 
contaminados por compostos recalcitrantes, em que podem ser classificadas como 
processos ex-situ ou in-situ (MONTONERI et al., 2008). Os processos de tratamento     ex-
situ são aqueles que envolvem a remoção física do material contaminado do local original e 
o encaminhamento do mesmo para o processo de tratamento em si, que ocorre em outro 
local (KIRAN et al., 2010). Já os processos de tratamento in-situ são baseados no estímulo 
a biodegradação natural de contaminantes na sub-superfície do solo e da água, sem a 
escavação da camada superficial do solo, através da adição de nutrientes (principalmente 
nitrogênio, fósforo e potássio), oxigênio e em alguns casos, microrganismos. Normalmente 
os processos de tratamento in-situ são associados a sistemas de bombeamento e 
recirculação da água, de forma a transportar nutrientes e oxigênio aos aqüíferos 
contaminados e solos associados (SILVA et al.,2014). 
 
3.3.1. Utilização de biossurfactantes na biorremediação de solos 
Recentemente, o uso de biossurfactantes em aplicações ambientais tem sido bastante 
promissor devido a sua biodegradabilidade, tanto em água como em solos, e por serem 
menos tóxicos que os tensoativos químicos, tornando-se uma alternativa para limpeza de 
solos contaminados (SOUZA et al., 2014; YOUSSEF et al., 2013). Efetivamente, a sua 
aplicação aumenta o processo de biodegradação, uma vez que a solubilização de compostos 
de baixa solubilidade aumenta a biodisponibilidade destes compostos para microrganismos. 
Além disso, muitos destes processos, quando associados com tecnologias como a lavagem 
do solo, viabilizam o processo pelo baixo custo. Resultados ainda melhores podem ser 
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conseguidos pela associação de processos de separação física com tratamentos químicos 
orientados à degradação dos poluentes (PEREIRA et al., 2013). Infelizmente, o emprego de 
biossurfactantes tem sido limitado pelos altos custos de produção. Por outro lado, o 
desenvolvimento de novas tecnologias de produção poderá tornar seu uso bastante comum, 
devido a sua versatilidade, biodegradabilidade e toxicidade reduzida (AL-BAHRY et al., 
2013). Em relação às aplicações industriais, uma que se destaca é a recuperação melhorada 
do petróleo (microbial enhanced oil recovery - MEOR). A MEOR consiste em uma 
tecnologia que utiliza microrganismos ou produtos de seu metabolismo para a recuperação 
de óleo residual. Os microrganismos produzem biossurfactantes que reduzem a tensão 
superficial, óleo-rocha, diminuindo as forças capilares que impedem a movimentação do 
óleo através dos poros da rocha, possibilitando um aumento da recuperação do óleo (Tabela 
5). No mesmo processo, os biossurfactantes também, auxiliam na emulsificação e na 
quebra dos filmes de óleo das rochas (SINGH et al., 2007). 
 
Tabela 5. Tipos de aplicações dos biossurfactantes na industrial petrolífera e na área ambiental (XU 
et al., 2011). 
Ramo industrial Aplicação Função do Biosurfactante 
 
 
PETRÓLEO 
 
Recuperação melhorada de 
petróleo (MEOR) 
Redução da viscosidade de 
óleo, recuperação de óleo 
residual. 
 
Desemulsificante 
Desemulsificação de emulsões, 
solubilização, redução da 
viscosidade, agente umectante. 
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AMBIENTAL 
 
Biorremediação 
Emulsificação de 
hidrocarbonetos, agente 
sequestrante de metais. 
 
Remediação 
Larvagem do solo, 
 
Emulsificação pela aderência 
ao hidrocarboneto, dispersante, 
agente de espuma, detergente. 
 
A aplicação de biossurfactantes em processos MEOR envolve duas técnicas: a) in-
situ, onde microrganismos produtores de biosurfactantes são introduzidos no reservatório, 
com a adição de nutrientes adequados ao seu crescimento, e b) ex-situ, onde o 
biossurfactante produzido na superfície, isolado, purificado e injetado no reservatório. Das 
duas técnicas, a que apresenta menos problemas de aplicação, embora seja mais cara, é a 
ex-situ, uma vez que na técnica in-situ o ambiente de crescimento do microrganismo é 
considerado microbiologicamente agressivo, ou seja, altas pressões e temperaturas, pH 
extremos, força iônica elevada, competição com microrganismos endógenos, requerimento 
e disponibilidade de substratos e condições anaeróbicas (XIA et al., 2011). 
Um exemplo da eficiência de diferentes biossurfactantes utilizados em MEOR, em 
testes de laboratório, onde se avaliou a remoção de óleo, remoção de óleo, verificou-se a 
maior remoção de óleo (cerca de 18% maior) para o processo com biosurfactantes em um 
menor tempo de ação dos compostos em relação ao controle (média de 38 h a menos), onde 
foi adicionada apenas água (SILVA et al., 2014). 
A utilização de tensoativos no tratamento de contaminantes como, hidrocarbonetos 
policíclicos aromáticos, entre outros, têm apresentados bons resultados em estudos 
laboratoriais e em campo. Estes contaminantes são substâncias que apresentam 
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propriedades cancerígenas e mutagênicas, cuja incorporação na cadeia alimentar pode 
provocar danos irreversíveis, ao mesmo tempo em que representa a fração de petróleo por 
mais recalcitrante aos métodos convencionais de remediação (WAHAIBIA et al., 2014). 
Diante disso, a biotecnologia surgiu com a proposta de explorar estes tensoativos para que, 
se torne um produto competitivo no mercado mundial. 
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RESUMO 
Neste estudo, foi investigado o potencial da bactéria Pantoea sp. isolada de efluente têxtil, para a 
produção de biossurfactante. A produção de biossurfactante foi otimizada pela combinação de 
Delineamento Composto central (CCD) e metodologia de superfície resposta (RSM). Para avaliar 
os efeitos e interações do meio de produção com as variáveis a gordura vegetal (1,5, 2,0 e 2,5 V / v), 
milhocina (2.0, 5.0 e 8.0V / v) e caldo da casca de abacaxi (10.0, 25.0 e 40.0v / v) sobre a tensão 
superficial foram avaliados. O modelo empírico desenvolvido através da metodologia de superfície 
resposta (RSM) em termos de fatores operacionais eficazes acima mencionados foi utilizado para 
para descrever a produção de biossurfactante. A análise de composição do biotensioactivo 
produzido foi realizada por espectrometria de FT-IR e submetido ao ensaio de remoção de 
hidrocarbonetos. Através da análise de superfície resposta, a gordura vegetal e o caldo da casca de 
abacaxi foram os fatores mais significativos, enquanto a milhocina teve menos efeito dentro dos 
intervalos estudados. A redução máxima na tensão superficial de 30.00mN/m foi obtida sob as 
condições ótimas do meio contendo 2,0% (v / v) de gordura vegetal, 5,0% (v / v) de milhocina e 
25,0% (v / v) do caldo da casca de abacaxi. Através da análise de infra-vermelho FT-IR,  o 
biossurfactante produzido foi caracterizado como um glicolípido. O biossurfactante apresentou 
habilidade na solubilização dos hidrocarbonetos testados, com atuação entre 64 e 92%. De acordo 
com os resultados, o biossurfactante produzido por Pantoea sp. tona-se uma fonte valiosa para 
aplicação em biorremediação ambiental. 
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Abstract: In this study, we have investigated the potential of a bacterial strain of Pantoea sp., isolated from wastewater of 
the textile industry, for the production of biosurfactant. The biosurfactant production was optimized by the combination of 
central composite design (CCD) and response surface methodology (RSM). To assess the effects and interactions of 
medium the vegetable fat (1.5, 2.0 and 2.5v/v), the variables corn steep liquor (2.0, 5.0 and 8.0v/v) and  pineapple peel 
residue (10.0, 25.0 and 40.0v/v) on the surface tension were evaluated. The empirical model developed through RSM in 
terms of the effective operational factors mentioned above was found to be adequate to describe the biosurfactant 
production. Compositional analysis of the produced biosurfactant has been carried out by FT-IR spectrometry and 
subjected to the test of removing hydrocarbons. Through the analysis, vegetable fat and pineapple peel residue were found 
to be the most significant factors, whereas corn steep liquor had less effect within the ranges investigated. A maximum 
reduction in surface tension of 30.00 mN/m was obtained under the optimal conditions of 2.0% (v/v) vegetable fat 
concentration, 5.0% (v/v) corn steep liquor and 25.0% (v/v) pineapple peel residue concentration of medium. FT-IR 
spectrometer analysis of the biosurfactant characterized it as a glycolipid derivative. The biosurfactant exhibited the 
ability to solubilize the hydrocarbons tested, working between 64 and 92%. According to the results, the biosurfactant 
produced by Pantoea sp. can be a valuable source for application in rapid environmental bioremediation 
 
Key-words: Biosurfactant, Optimization, Bioremediation 
 
1. Introduction 
 
Microbial surfactants or biosurfactants are surface active amphiphilic molecules produced by a 
number of microorganisms. They occur in nature as a diverse group of molecules comprising of 
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glycolipids, lipopeptides and lipoproteins, fatty acids, neutral lipids, phospholipids, polymeric and 
particulate biosurfactants [1]. 
They are mainly produced by hydrocarbon-utilizing microorganisms exhibiting surface activity 
[2]. These molecules reduce surface tension and interfacial tension in both aqueous solutions and 
hydrocarbon mixtures. These properties create microemulsions, leading to micelle formation, in 
which hydrocarbons can be solubilized in water or hydrocarbon in water. They are popular in many 
fields: environmental, food industry and the biopharmaceutic technology areas for example, for 
their interfacial, emulsifying, foaming, antimicrobial activity , their biodegradable nature, low 
toxicity and their temperature, pH and ionic strength tolerance [1, 3, 4]. But the high cost of 
production and recovery limit their use. Hence, to overcome this problem, scientists have focused 
on the development of novel production strategies, such as the formulation of novel production 
media, production on low-cost substrates and development of novel production approaches [5, 6].  
Several studies report biosurfactant production on various agro-industrial solid byproducts 
under solid state fermentation [7, 8]. These permit an economic gain by reducing the production 
cost and by biotransformation of vegetative waste.   
Petroleum hydrocarbons, one of the main sources of environmental pollution, pose a threat to 
marine life and to the terrestrial biota concentrated in free regions along the coastline [9].  The 
hydrocarbons are of environmental concern due to their toxic and carcinogenic effects in many 
animals, including human beings. In addition, they act as anti-estrogens in mammals and induce 
reproductive toxicity in women [10]. 
Bioremediation often appears as a viable tool in the environmental restoration of contaminated 
surfaces, especially when the contaminated area has great length and volume which inhibits using 
brushing and other technologies, and makes in situ remediation more attractive. The design of a 
bioremediation technology requires finding a biocatalyst (microorganism) possessing  sufficient 
biodegradation activity and often also a method of increasing the bioavailability of hydrophobic 
pollutants for this selected microorganism. Culture conditions and the physiological state of cell 
populations can also significantly affect the ability to utilize contaminating pollutants [11, 12]. The 
use of biosurfactants in environmental applications has been quite promising because of their 
biodegradability, both in water and in the soil. They are also less toxic than chemical surfactants, 
clearly an advantage when cleaning contaminated soils. Effectively the application increases the 
biodegradation process, since the solubilization of low solubility compounds increase the 
bioavailability of these compounds to microorganisms [13]. Moreover, many of these processes, 
when combined with technologies such as soil washing, have low cost. Therefore, the objective of 
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this study was to optimize the production of biosurfactant using Pantoea sp. grown by submerse 
fermentation in economic culture medium with a low cost nutrient, and to test its biosurfactant 
properties on contaminated soil. 
 
 
2. Materials and Methods 
 
2.1. Materials 
Vegetable fat was granted by a local snack bar in the city of Recife (state of Pernambuco, 
Brazil), stored according recommendations Chef and used without any further processing. Corn 
steep liquor was obtained from Corn Products do Brazil in the municipality of Cabo de Santo 
Agostinho, state of Pernambuco/Brazil. Diesel oil used in this study was obtained from local petrol 
pump (city of Recife, state of Pernambuco, Brazil) was filter sterilized and used in the studies. The 
sandy soil used in the process of bioremediation was obtained from the beach of Boa viagem, city 
Recife – Pernambuco/Brazil. The pineapple peel was collected in the commerce (Supply Central 
and Logistics of Pernambuco – CEASA). 
 
2.2. Microorganisms  
The studies were conducted using Pantoea sp. isolated from wastewater of textile industrial 
laundry machinery located in Toritama-PE, Brazil, stored in the Culture Collection of the Center for 
Research in Environmental Sciences (NPCIAMB) Catholic University of Pernambuco, which is 
recorded in FCC-Federation Culture Collection, It was stored at -22ºC in BHI medium 
supplemented with 20% (v/v) glycerol solution.  
 
2.3.  Culture conditions and medium fermentation  
Pre-inoculation was carried out with Pantoea sp. grown in Petri dishes containing nutrient agar 
(NA), 5 g meat extract, 10g peptone, 5g NaCl, 17g agar, distilled water 1000mL, pH 7.0, incubated 
at 30 ° C for 24 hours. Subsequently, they were removed from the lifted culture of Pantoea sp., and 
transferred to Erlenmeyer flasks 125 ml capacity, containing 50 ml sterile distilled water until 0.8 
optical density at D.O 600nm (corresponding to an inoculum of 10
8
 colony-forming units/ml) was 
obtained. The production of the biosurfactant was achieved using pineapple peel juice by grinding 
300g of pineapple bark in 400mL of distilled water and then homogenising in a blender.  
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The homogenate was filtered through cheesecloth; nylon and Whatman filter paper no. 1, and 
the pH was adjusted to 7.5 with a 0.1M NaOH solution.  Corn steep liquor, vegetable fat and juice 
from the pineapple peel residue were added according to the factorial design. Five percent aliquots 
(v/v) of the cell suspension were used to inoculate 500ml Erlenmeyer flasks containing 200ml of 
sterile production medium. Cultivation was carried out at 30ºC with agitation at 150rpm for 72h in a 
New Brunswick C-24 Shaker (New Brunswick Scientific, NJ, USA). At the end of the fermentation, 
samples were taken from the liquid culture to determine the surface tension. After selection of the 
best medium composition, the biosurfactant yield was determined, as described below.    
 
2.4. Optimization of culture conditions by RSM      
Biosurfactant production was evaluated using an experimental design. A central composite 
rotatable design (CCRD) was used to determine the effects and interactions of the medium 
components with respect to the production of biosurfactant. Juice from the pineapple peel residue, 
corn steep liquor and vegetable fat concentrations were the independent variables.   
Surface tension was the response variable. In this design, a set of 18 experiments was 
performed, with six replicates at the central points. The statistical analysis of the 4 replicates gives 
an indication of the experimental error of the production technique. The range and levels of the 
components (factors or independent variables) are given in Table 1. Each factor in the design was 
studied on five levels (-1.68, -1.0, 0, +1 and +1.68), with zero as the central coded value. These 
levels were based on results obtained in preliminary experiments. Based on the factorial design 
matrix, surface tension was studied with different combinations of the medium constituents.  
The optimal values from the CCRD were obtained by solving the regression equation and 
analysing the response surface contour plots [3]. Analysis of variance (ANOVA) with 95% 
confidence limits was used to determine the significance of the effects. The effects and significance 
of the variables were graphically studied using Pareto charts. A Pareto chart consists of bars with a 
length proportional to the absolute value of the estimated effects divided by the standard error. On 
this chart, ANOVA effect estimates are arranged from the largest to smallest absolute value. The 
chart includes a vertical line at the critical p-value of 0.05. Effects for which the bars are smaller 
than the critical p-value are considered non-significant and do not have an effect on the response 
variables. The effects are either positive or negative ANOVA; the determination of regression 
coefficients and the construction of graphs were performed using the Statistical
®
 program, version 
7.0 (Statsoft Inc, RSA). 
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Tabl
e 1 
Experimental range and levels of the independent variable studied in the Central Composite Rotatable Design 
(CCRD). 
 
2.4.  Determination of surface tension 
Changes in surface tension were monitored in the cell-free broth by initially centrifuging the 
cultures at 9000xg for 15min. Surface tension was then determined at room temperature using a 
Tensiometer from Sigma, KSV Instruments Ltd. model 70, Finland. Tension meters determine the 
surface tension using an optimally wet table ring suspended from a precision scale. With the ring 
method, the liquid is raised until contact with the surface is registered. The sample is then lowered 
again so that the liquid film produced beneath the liquid is stretched.  
Maximal force is determined as the film is stretched, this force is measured and used to 
calculate the surface tension. The instrument was calibrated against MilliQ-4 ultra-pure distilled 
water (Millipore, Illinois,USA). Prior to use, the platinum plate and all glassware were sequentially 
washed with chromic acid, deionised water and acetone and flamed with a Bunsen burner. 
 
2.5.  Biosurfactant isolation and characterization by spectrometer FT-IR  
The isolated biosurfactant was produced from the optimized conditions containing corn steep 
liquor, vegetable fat and juice from the pineapple peel residue. The cultures were centrifuged for 15 
min at 10,000 g to obtain cell-free supernatant, after subjected to the (liquid-liquid extraction) 
isolation procedure biosurfactant using different organic solvents such as chloroform/methanol 
(3:2:1), acetone (1:1), ethyl acetate (1:1) and ethanol (2:1) [14, 15, 16].   
The foam formed on the surface part of each culture broth was collected and the residual 
solvent was removed by rotoevaporation. The lyophilized biosurfactant was weighed and the 
biosurfactant production was expressed in grams per liter of culture broth. FT-IR spectrometry was 
conducted on the isolated biosurfactant using 1.0 mg powdered with 1.0 g of KBr and then pressed 
with 7500 kg for 30 s to produce a translucent KBr pellet. The FT-IR spectrum was recorded on a 
 
Test variables 
Range and levels 
-1.68 -1 0 +1 +1.68 
vegetable  fat (% v/v), x1  
1.16 
 
1.5 
 
2.0 
 
2.5 
 
2.84 
Corn steep liquor (% v/v), x2  
0.04 
 
2.0 
 
5.0 
 
8.0 
 
10.04 
juice from the pineapple peel residue (% v/v), x3  
0.2 
 
10.0 
 
25.0 
 
40.0 
 
50.2 
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Nicolos Impact 410 system with a spectral resolution and wave number accuracy of 4 and 0.01 cm
-
1
, respectively. The IR spectra were collected from 500 to 4000 wave number (cm
-1
)  
 
2.6.  Application of the biosurfactant in hydrocarbon removal from contaminated soil  
The sandy soil used in the study was collected from the semi-arid Geryon (Caatinga) located in 
Sierra Hewn, Pernambuco, Brazil. The physico-chemical analysis of the soil was performed in the 
soil agronomy department of the Federal Rural University of Pernambuco, Brazil.Glass columns 
(Spectra/Chrom, TX) with a diameter of 2.5 cm and a length of 10 cm were used. About 400 g 
sandy soil was impregnated with 200 ml of different oils, i.e. diesel oil, kerosene, petroleum and 
motor oil,.  The columns were packed with the contaminated soil containing the respective oils. The 
porous media was compacted using a stainless steel rod after every one-fifth of the column length 
was packed. The weight of the media packed in a column was measured to calculate the density and 
porosity. The bulk density and porosity of compacted soil were 1.428 ± 0.01 g/cm3 and 0.356 ± 
0.02, respectively. The soil-packed column was then flushed with certain pore volumes of 
glycolipid solutions (1%, w/v) at a flow rate of 1 ml/min. During the flushing process, the effluent 
was collected using a fraction collector (Spectra/Chrom, TX) and the oil concentration was 
measured. 
 
3. Results and Discussion  
 
3.1. Optimization of biosurfactant production 
 
Medium composition such as vegetable fat, corn steep liquor and pineapple peel residue are 
the factors that strongly influenced cell growth and the accumulation of biosurfactant, thus the 
optimization of these parameters can improve the bacterial efficiency. As mentioned, central 
composite rotatable design (CCRD) can be an excellent approach to study a process response and to 
figure out the best correlation among the parameters of a process. This is done via developed 
models based on the statistical methods to investigate the relationship between the inputs and 
outputs of any process. With the help of the CCRD, we can execute the statistical models and 
evaluate the effect of parameters of a particular process as well as optimize the conditions for 
desirable responses. The CCRD is utilized as a statistical design to model the reduction in surface 
tension (biosurfactant production) in a process and to determine the significance of growth 
parameters and their interactions. 
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The factors affecting the biosurfactant production have been extensively studied in recent 
years, but few of these studies used statistical tools for experimental design. The classical method of 
medium optimization consists in changing one variable at time and keeping the others at fixed level. 
In this study we have optimized the growth conditions of the Pantoea sp. strain by using CCRD for 
designing the experiments, with aim of achieving highest possible rate of biosurfactant production. 
Due to the complex nature of biological processes, it is very difficult to predict exclusively the 
effects of all parameters, which may have multiple interactions. Therefore, CCRD was applied to 
build up an empirical model for biosurfactant production in terms of the operational parameters and 
concentration of vegetable fat, corn steep liquor and pineapple peel residue.  
   Design-Expert 7.1 suggested a quadratic equation (1) for the decrease in surface tension (Y).  
Y = 30.4979-0.3468x1 +0.6207x2+0.2479x3 +3.8427x1
2 
+ 2.9060x2
2
 +3.5776x3
2
 -0.3500x1x2-
0.1750x1x3+1.0250x2x3                                                                                                                      (1)                       
ANOVA results of the quadratic model in Table 2 revealed that the model equation derived 
by CCRD by Design-Expert 7.1 could adequately be used to describe the biosurfactant production 
under a wide range of operating conditions. According to the software and the specified section of 
optimization, the statistical confidence of the model is 95%, which is an appropriate value. The 
predicted versus experimental plot for surface tension showed that actual values were distributed 
close to the straight line (Fig. 1), (R
2
 = 0.9086). Thus, it was a suitable model to predict the 
biosurfactant production efficiency using aforementioned experimental conditions. 
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          Fig.1   Observed values versus predicted values by model for the answer surface tension. 
 
Table 2  The analysis of variance(ANOVA) for the response surface quadratic model. 
 
Source Sum of squares Degree of freedom Mean square F-value 
Regression 341.771 9 37.975  
Waste 72.173 8 9.022 4.209 
Lack of fit 71.263 5 14.253  
Pure error 0.910 3 0.303 46.987 
Total 413.940 17   
% explained variance =  82.565 
% maximum explainable variance = 99.780 
Correlation coefficient 0.9086 
 
Ftab 95% (9, 8) = 3,388 e Ftab 95% (5, 3) = 9,013 
 
Table 3   Central composite design and corresponding responses. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Run 
 
 
fat vegetable  
(% v/v) 
Corn steep liquor (% 
v/v) 
juice from the 
pineapple peel 
residue (% v/v) 
Surface tension (mN/m) 
Experimental Predicted 
1 -1 -1 -1 38,20 42,04 
2 -1 -1 1 41,36 40,84 
3 -1 1 -1 39,61 39,45 
4 -1 1 1 42,54 42,35 
5 1 -1 -1 41,89 42,40 
6 1 -1 1 39,98 40,49 
7 1 1 -1 38,51 38,41 
8 1 1 1 41,00 40,60 
9 -1,682 0 0 42,02 41,95 
10 1,682 0 0 40,00 40,79 
11 0 -1,682 0 41,01 39,76 
12 0 1,682 0 38,00 37,68 
13 0 0 -1,682 40,90 40,20 
14 0 0 1,682 40,80 41,04 
15 0 0 0 30,80 30,50 
16 0 0 0 30,60 30,50 
17 0 0 0 31,00 30,50 
18 0 0 0 30,00 30,50 
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The results in the present study revealed the optimal production of the biosurfactant by 
Pantoea sp. reached a maximum with concentrations of vegetable fat at 2.0% (v / v), corn steep 
liquor at 5.0% (v / v) and juice pineapple at 25% (v / v), The values observed under the 
experimental conditions are near to the values predicted by the model (table 3). The biosurfactant of 
the Pantoea sp. under study was found with reduction of a surface tension of the medium of 
69.67mN/m for 30.00mN/m one reduce of 56.93% (Table 3), which is comparable with the reports 
of Najafi et al.,[17], when write which them bacterium are well known in produce biosurfactant, by  
Thus it is capable of reducing surface tension of the media by approximately 30-60%. 
Figure 2 presents a graphic response surface of the effects of corn steep liquor, pineapple 
juice and vegetable fat on surface tension.  As can be seen from Fig. 2 (A, B and C) the vegetable 
fat and pineapple juice had a definite influence on the production of biosurfactant. The production 
was drastically declined at higher concentrations of vegetable fat and pineapple juice when 
compared to the lower concentrations, where the production was less affected. However, the corn 
steep liquor was influential in increasing production with the higher concentration value. 
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Fig. 2  Response surface which shows the mutual influences of the levels of vegetable fat and corn steep liquor (A), 
vegetable fat and pineapple juice (B), and pineapple juice and corn steep liquor (C) on the surface tension of the 
medium. 
 
 
An analysis of variance (ANOVA) showed that the regression model had a high coefficient of 
determination (R
2
 0.9086). This implies that 90% of the variation in the process efficiency is 
explained by the independent variables and also that only approximately 10% of the variation was 
not explained by the model. The model in Eq. (1) was then optimised. The optimal values of the 
process parameters were obtained in coded units, converted to uncoded units by using Eq. (1) and 
then experimentally validated, as shown in Table 4. 
 
Table 4  Optimum values of the process parameters for the maximum process efficiency. 
 
 
Parameter 
 Optimum value 
 Predicted Experimental 
fat vegetable  1.90 2.00 
Corn steep liquor  5.30 5.00 
pineapple peel residue  20.05 25.00 
 
The results in the present study revealed the production of biosurfactant by Pantoea sp. in 
the range in which the bacterial strain was in stationary phase, where the production of secondary 
metabolites. The availability of his substrates in optimal concentration provides the necessary 
amount of carbon, hydrogen and nitrogen which are elements needed for production of cells mass 
and biosufficient for the biosynthesis and maintenance energy. 
 
3.2. Biosurfactant isolation and characterization by FT-IR 
      
The IR spectrum of the crude biosurfactant was investigated to gain insight into its chemical 
nature (Fig. 3). The results were compared with IR spectral data of some known biosurfactants [6, 
18, 19, 20, 21]. The FT-IR analysis (Fig. 1) of the biosurfactants revealed presence of N-H at 2302-
2348cm
-1
 respectively. Peaks observed at 1659cm
-1
 correspond to the CO stretching vibrations of 
the carbonyl group, and C-O stretching. Peaks at 3360-3400cm
-1
 (of O H bonds) assigned to the 
carboxylic acid group of uronic acids. The presence of ester carbonyl bond was detected in the 
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range at 1300–1000cm-1. The absorption of peaks at 846-848cm-1 can be due to the stretching 
vibration of the benzenoid ring. Presence of CH2 group corresponds to peaks at 760–764cm-1 (Table 
5). The FT-IR confirmed the glycolipid nature of the biosurfactants, which was similar to the earlier 
work by Worakitsiri et al.,[18].  
The carboxylic group is present as a functional group in the biosurfactant which confer its 
anionic character [22]. Furthermore, the carboxyl and sulfate groups provided overall negative 
charge to the biopolymer, thereby supporting binding and adsorptive properties for divalent cations 
by electrostatic interactions [24]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 FT-IR spectra the biosurfactant extracted by different organic solvents; chloroform/methanol (X1), acetone 
(X2), ethyl acetate(X3), ethanol(X4). 
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     Table 5.  Characterization of the FT-IR spectra of the purified biosurfactant extracted from media. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.  Application of the glycolipid in hydrocarbon removal from contaminated soil  
 
The analysis of the physical characteristics of the sandy soil showed the presence of sand 
between 33 and 23g-1 Kg among clay and 21 to 23 g kg-1 according to the particle size test. For the 
gravimetric test 9.68% moisture was detected, and pH around 5.9. The study of the chemical 
composition of the soil was found to contain calcium, magnesium, sodium, potassium, aluminum 
and phosphorus according to Table 6. The total oil mass removed was calculated by converting the 
oil concentration into the mass and by extracting the residual oils in the soil after flushing to 
determine the overall removal efficiency. Fig. 1 shows the mass balance of the oils at the end of the 
solubilization experiment using 50 pore volumes of 150 mg/l glycolipid solution. The glycolipid 
solution removed between 64.3% and 92.5% of oils from the soil, respectively (Table 7). The study 
of Abouseoud et al., [23] showed that the solubility of biosurfactant parent in soil content 
naphthalene. Based on their results, the highest solubility was detected in the soil at pH 4.5–5.5.  
 
 
Solvent Extraction 
Biosurfactant yield  and Chemical Characterization 
 
Biosurfactant (g/L) 
. 
 FT-IR  Spectrometer 
 
chloroform/methanol 
 
3.43 
 
3380cm-1, 2348cm-1, 1659cm-1,  
1129cm-1, 996cm-1, 847cm-1,  
796cm-1, 534cm-1 
 
acetone 
 
3.35 
 
3360 cm-1, 2330 cm-1,1657cm-1,  
1131 cm-1, 998 cm-1, 846 cm-1,  
796 cm-1, 546 cm-1 
 
ethyl acetate 
 
2.98 
 
3400 cm-1, 2323 cm-1, 1658cm-1,  
1123 cm-1,998 cm-1,  848 cm-1,  
796 cm-1, 546 cm-1 
 
ethanol 
 
2.65 
 
3386 cm-1, 2302 cm-1, 1659cm-1,  
1398 cm-1, 997 cm-1, 847 cm-1, 
 796 cm-1, 546 cm-1 
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Therefore, states that can biosurfactant produced present ability of different solubility 
hydrocarbons, for both high potential apresental in remediation of contaminated soil. 
 
 
 
 
Table 6.   Soil chemical characteristics.  
 
Chemicals Volumes 
C 19.2 g/Kg 
N 1.5 g/Kg 
Calcium 8.6 cmolc/dm3 
Magnesium 3.55 cmolc/dm3 
Sodium 0.01 cmolc/dm3 
Potassium 0.15 cmolc/dm3 
Aluminum - 
Phosphorus 2.0 mg/dm3 
 
 
Table 7.   Mass balance of oil at the end of the solubilization biossurfactant soil-packed column. 
 
  Hydrocarbons 
Petroleum Kerosene               Diesel Oil                   Motor Oil 
 
Recovery (%) 
 
 
64.3% ±0.1 
 
89.6%  ± 0.4 
 
92.5% ± 0.5 
 
77.6% ± 0.3 
 
4 Conclusions 
 Sensitivity analysis was performed on the mathematical parameters to determine those that 
are most influential in the reduction of the surface tension and biomass as well as the increase in the 
yield of biosurfactant production. The most influential parameters were optimised involving these 
studied conditions. Parameter estimation was performed to best fit the experimental data and the 
correlation coefficient obtained for surface tension. The present developments include the integrated 
optimization of the process, as well as the extension of the model to address the cultural conditions 
for biosurfactant production from Pantoea sp. the biosurfactant produced appears promising for 
applications in bioremediation processes.  
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The ability in recovering the oil from oil-saturated sand was also demonstrated. These 
characteristics  indicate the  potential  use  of  the  biosurfactant  in  the oil  industry,  especially  in  
MEOR  (microbial Enhanced  Oil  Recovery).  Studies are in  progress to scale up the growth 
conditions and biosurfactant production in the bioreactors. 
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RESUMO 
O potencial de Pantoea sp., para utilizar vegetal gordura, milhocina e caldo de cascas 
abacaxi para a produção do biossurfactante foi avaliada. O biossurfactante produzido exibiu 
significativamente baixa viscosidade e de redução da tensão superficial máxima 30,2 mN / 
m, com maior produção de rendimento biossurfactante no tempo de 36h (2,8 ± 0,17 g / L). 
A caracterização química comparativa de biossurfactante purificado foi feita usando 
avançadas ferramentas analítica, tais como RMN, FT-IR, LC-MS, GC, TG e DTA. As 
análises indicaram variação nos grupos funcionais, a composição monossacarídeos, a massa 
molecular, estabilidade térmica. Maior rendimento com matérias-primas mais baratas, 
tolerância as variações temperatura, pH e sal, bem como a compatibilidade com 
surfactantes químicos e detergentes revelou seu potencial de comercialização e aplicação 
em biorremediação. 
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ABSTRACT 
The potential of an alkaliphilic bacterium Pantoea sp., to utilize vegetable fatty together  with corn 
steep liquor  and broth pineapple peels for the production of biosurfactant was evaluated. The 
biosurfactant produced exhibited significantly low viscosity and maximum reduction in surface 
tension 30.0 mN/m, with greater redimento production of biosurfactant in the time of 36h (2.8 ± 
0.17g/L). The comparative chemical characterization of purified biosurfactant was done using 
advance analytical tools such as NMR, FT-IR, LC-MS, GC, TG and DTA. Analyses indicated 
variation in the functional groups, monosaccharide composition, molecular mass, thermostability. 
Higher yield with cheaper raw materials, noteworthy stress tolerance of biosurfactant toward pH 
and salt as well as compatibility with chemical surfactants and detergents revealed its potential for 
commercialization and application in bioremediation. 
 
Key-words: biosurfactant, characterization of the biosurfactant, bioremediation.  
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1. Introduction 
Biosurfactants are amphiphilic in nature (with polar and non-polar moieties), comprised of 
glycolipids, phospholipids, lipopeptides and polymeric compounds [1], and tend to separate at 
interfaces and reduce the surface tension [2, 3]. They are produced by a wide variety of microbes 
(fungi, bacterium and yeast ) from different environmental habitats and either adhere to the cell 
surface or are excreted out. The amphiphilic molecules, consisting of a polar head group and a 
hydrophobic tail, are the active ingredients found in soaps and detergents. Due to their ability to 
concentrate at the air–water interface, they are commonly used to separate oily materials from a 
given medium. Surfactants increase the aqueous solubility of hydrophilic molecules by reducing the 
surface tension at air–water and water–oil interfaces [4, 5]. As the interfacial tension is reduced and 
the aqueous surfactant concentration is increased, the monomers aggregate to form micelles. The 
concentration at which micelles first begin to form is known as the critical micelle concentration 
(CMC). This concentration corresponds to the point at which the surfactant first shows a stable, 
low, surface tension value [6]. 
Biosurfactants and have a wide range of biotechnological applications in areas such as 
dairy, food, beverage, cosmetics, detergent, textile, paint, mining, petroleum, paper pulp and 
pharmaceutical industries[7, 6]. Biosurfactants are ecologically accepted, non-toxic, biodegradable 
and effective in a wide range of extreme conditions including temperature, pH and salinity, as 
compared to chemical surfactants [31].  Extreme environments are bioresources of potential 
microorganisms that secrete novel bioactive compounds and biosurfactants [8].  
At large scale, the production of biosurfactants is limited because of expensive raw 
materials, low production yield, complex downstream processes and high purification costs. It is 
estimated that the raw material (production medium) accounts for 10–30% of the total production 
costs in most biotechnological processes [8]. The major factor that limits the use of microbial 
biosurfactants is their production costs, principally due to high substrate cost. Several reports are 
available on the production of biosurfactants by using water-immiscible compounds, such as 
hydrocarbons, and water soluble compounds, such as carbohydrates, as a carbon source [9].Carbon 
substrate is an important limiting factor, affecting the production of microbial surfactants by 
influencing its quality and quantity [10]. Several studies have been carried out to define the best 
ratio of carbon and nitrogen necessary to obtain high productivity [11, 12]. Several biosurfactants 
have been isolated and characterized. The understanding of the physiological roles of 
biosurfactants, as well as their interaction with the producer microbes, can help overcome the 
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economic obstacles facing the commercialization of biosurfactants [13]. The aim of this study was 
to isolate and characterize biosurfactant-producing Pantoea sp. . 
 
 
2. Material and Methods 
 
2.1. Microorganism and Culture Conditions 
The studies were conducted using Pantoea sp. isolated from wastewater from textile 
industrial laundry machinery located in Toritama-PE, Brazil.The culture  belongs to the Culture 
Collection of the Center for Research in Environmental Sciences (NPCIAMB), Catholic University 
of Pernambuco, and is recorded in the FCC-Federation Culture Collection. It was stored at -22ºC in 
BHI medium supplemented with 20% (v/v) glycerol solution.  
 
2.2. Biosurfactant Production for Bioreactor 5L 
The fermentation was conducted using a 5.0-L bench-top fermentor (Bioflo 2000 New 
Brunswick Scientific) with 3.5L working volume. The corn steep liquor sample (Corn Steep 
Liquor®) was donated by the originating company  Cabo de Santo Agustinho, Pernambuco, Brazil 
and stored at 4 ◦C. The organic substrates 5% (v/v) corn steep liquor, 25.0% (v/v)  broth pineapple 
peels, 2.0% (v/v) vegetable fat  were added in the preparation of medium production of the 
biossurfactant. 
The pineapple peels was collected in the commerce (Supply Central and Logistics of 
Pernambuco – CEASA). The vegetable fat post frying was donated by commerce. The culture 
medium was inoculated with 10
6
 CFU/mL, giving an initial optical density at 600nm of 0.1. The 
fermentation was carried out at 32 ºC for 72 h, with agitation at 350 rpm, oxygenation at 0.5vvm, in 
the absence of a chemical antifoaming agent. The pH was not controlled during the fermentation. 
The fermentative process was carried out in three independent replicates. Samples were taken 
periodically for analyzing the concentrations of the bacterium biomass and surface tension. 
 
2.3. Cell growth profile and pH 
The growth of the strain was observed by measuring the OD at 600nm at 12 h intervals for 
72 h using spectrophotometer UV. Also, the samples were submitted to serial dilutions in saline 
solution (0.85 %, w/v) and viable counts were performed by the spread plate technique. The results 
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are expressed as colony-forming units per milliliter (CFU/mL). The pH of the culture was measured 
during the fermentation using a pH probe inserted into the fermentation broth [9]. 
 
2.4. Surface activity  
Surface tension was determined on cell-free broth obtained by centrifuging the cultures at 
5000×g for 20 min using a Du Nouy Tensiometer model Sigma 70 (KSV Instruments LTD, 
Finland) at room temperature. Surface tension of distilled water and respective production media 
without inoculum, were taken as controls. 
 
2.5. Isolation and purification of biosurfactant 
The extraction of the biosurfactant from the cell-free supernatant was carried out by the 
method followed by Rivardo et al. [14]. The cell free supernatant by centrifugation at 9000×g for 
10min, was extracted three times with chloroform/methanol (3:2:1) mixture to obtain the 
biosurfactant. The organic fraction was evaporated to dryness under vacuum, and chilled acetone 
was added to recover the crude biosurfactant. This was dissolved in 10ml of methanol and loaded 
onto a chromatography column (dia 2.5cm, height 30cm) packed with silica gel 60 (230–400 mesh, 
Merck; Damstadt, Germany) equilibrated with methanol. The loaded column was washed with 10 
volumes of methanol at a flow rate of 1ml/min. Aliquots of volume 5 ml were collected and used 
for the detection of biosurfactant through reduced surface tension measurement. The solution, 
which contained active fractions of biosurfactant, were evaporated to dryness under vacuum. 
 
2.6. Critical micelle concentration (CMC) 
The concentration at which micelles began to form was represented as the Critical Micelle 
Concentration (CMC). The CMC of the biosurfactant was determined for the concentration the 
purified biosurfactant (0.001–3% w/v) in distilled water and followed by the measurement of 
surface tension. The surface tension of each concentration was determined in triplicate. The 
maximum standard deviation associated with the surface activity measurements was ±0.2 mN/m. 
The CMC of the biosurfactant was estimated from constant value of surface tension. 
 
2.7. Physicochemical characterization of biosurfactant 
 
2.7.1. Ionic character, Elemental Analysis and Viscosity  
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The ionic charge of the biosurfactant was analysed by the zeta potential using an Zetasizer 
Nano ZS (Malverne Instruments, UK). Three measures of each suspension were performed from 
aliquots of the aqueous suspensions of biosurfactant, whose concentrations were equalized to 
0.005% (w/v). The elemental analysis of the biosurfactant was conducted in order to verify the 
presence of the elements carbon, hydrogen and nitrogen in the biosurfactant after extraction and 
purification. The instruments Viscosity of the biosurfactant solution (0.5% w/v) was measured 
using a rheometer (model Brookfield-TC 500). 
 
2.7.2. Ultraviolet spectroscopy  
The crude biosurfactant was dissolved in water at a concentration of 1mg ml
-1
. This stock 
was serially diluted up to 10
-2  
and the spectrophotometer UV  was recorded against water as a blank 
in the range of 190-400nm.  
 
2.7.3. FT-IR, 1H and 13C NMR analysis 
The purified biosurfactant was subjected to Fourier Transform Infra Red spectrometry (FT-
IR) to elucidate its chemical nature by identifying the types of functional groups and chemical 
bonds. The FT-IR spectrum was recorded in 4000-400 cm-1 region on a GX-FTIR system (Perkin 
Elmer, USA) where a KBr pellet was used as a background reference [15]. For NMR (500 MHz, 
Bruker Avance-II spectrometer, Switzerland) analysis, the purified biosurfactant was dissolved in 
D2O (50 mg ml-1) and 1H and 13C NMR spectra were recorded at 70ºC with 5000-5200 
accumulations, 5.9µs pulse duration, 1.2µs acquisition time and 6s relaxation delay. 
 
2.7.4. Fatty acid composition analysis by gas chromatography (GC) 
The biosurfactant was analysed by GC on a Chemito 8610 gas chromatograph equipped 
with a split/splitless capillary (1:40) injector and a flame ionization detector. For computation 
purposes, an IBM Pentium 100 computer with Matlab program version 4.2 (Math- Works, Natick, 
MA) was used. 
 
2.7.5. Mass analysis by LC–MS 
LC.MS analysis were performed with a Quattro Ultima (Micromass, Manchester, UK) triple 
quadrupole mass spectrometer using electrospray in negative mode. Of each sample, 20µl (prepared 
by dissolving an adequate amount of the dried extract into a mixture of acetonitrile: water (40:60, 
v/v) containing 2mM ammonium acetate) was introduced into the mass spectrometer by a Waters 
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Alliance 2690 HPLC equipped with a XTerra MS C18 (150mm x 4.6mm, 5µm) reverse phase 
column. An acetonitrile-water gradient containing 2mM ammonium acetate was used, starting with 
40% acetonitrile for 4min, then 90% acetonitrile for 21 min, and then kept for 2min. The HPLC 
flow rate was 0.25 ml/min and directly introduced into the mass spectrometer. Capillary and cone 
voltages were set at 2.65 kV and 40 V, respectively. The source and desolvating gas temperature 
were set at 120 and 250 .C, respectively. The scanning mass range was from 150 to 800 Da. 
 
2.8. Thermo gravimetric analysis (TGA) and differential thermal analysis (DTA) 
The thermo gravimetric (TGA) and differential thermal gravimetric (DTA) experiments 
were carried out using a Simultaneous Thermal Analyzer (Shimadzu DTG-60/ 60H, Tokyo, Japan) 
and 10 ± 0.1mg of samples in platinum sample pans. Experiments were conducted under a nitrogen 
atmosphere (50 mL min
-1
), at a heating rate of 10ºC min
-1
 over a temperature range of 30–800ºC. 
 
2.9. Analysis of toxicity  
 
2.9.1. Artemia assay 
The toxicity assay was performed with the isolated biosurfactant using brine shrimp (the 
microcrustacean Artemia salina) as the toxicity indicator. Brine shrimp eggs were obtained from a 
local store and were used within 1 day of hatching. Following dilutions of a biosurfactant solution 
(0.1, 1.0, 10, 30 and 50mg/ml) with saline water (33 mg/L), the assays were conducted in penicillin 
tubes of 10 ml capacity containing 10 brine shrimp larvae in 5 ml of saline water per tube. The 
tubes were observed for 24 h to calculate mortality [16].  Each test was run in triplicate, and saline 
water was used as the control. 
 
2.9.2. Phytotoxicity assay 
The phytotoxicity of the biosurfactant was evaluated in a static test by seed germination and 
root elongation of cabbage (Brassica oleracea) according to Tiquia et al. [17]. Solutions of the 
isolated biosurfactant were prepared with distilled water in concentrations of 0.1, 1.0, 10, 30 and 
50mg/mL. The toxicity was determined in sterilized Petri dishes (1cm×10 cm) containing Whatman 
N◦ 1 filter paper. The seeds were pre-treated with sodium hypochlorite and 10 seeds were 
introduced to each Petri dish, which was inoculated with 5ml of the test solution at 27 ◦C. After 5 
days of incubation in the dark, the seed germination, root elongation (≥5mm) and germination index 
(IG, a factor of relative seed germination and relative root elongation) were determined as follows: 
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relative seed germination (%) = number of seeds germinated in the extract/ number of seeds 
germinated in control × 100. Relative root length (%) = mean root length in the extract/mean root 
length in control × 100 and IG = (% seed germination) × (% root growth) x100% 
 
2.10. Stability studies  
 Stability studies were performed using the biosurfactant (10.0mg/ml) heated at 50, 100 and 
120 ºC for 1 h and cooled to room temperature, after which the surface tension was determined. The 
surface active properties of the biosurfactant were also determined after exposure to a low 
temperature (5 °C). The pH of the biosurfactant was adjusted to different values (2.0 to 16.0) for the 
determination of stability regarding surface tension. 
The effect of the addition of NaCl (at concentrations of 2.0 to 50.0 %) was also determined. All 
assays were carried out in triplicate and did not vary by more than 5% [18]. 
 
2.11. Application of the biosurfactant in hydrocarbons removal from contaminated sand 
 The experiments were performed using 2 kg of sandy soil (sandy beach soil collected on 
the  Boa Viagem beach, Recife/Brazil) contaminated in the laboratory with 200 ml of respective 
hydrocarbon motor oil, diesel oil, kerosene and oil. Approximately 50g of each contaminated soil 
was transferred to a 250 ml capacity Erlenmeyer flask containing 100 ml of 1% (w / v) solution of 
crude biosurfactant along with controls containing 100 ml of distilled water. The soil was put into a 
rotary shaker at 150 rpm at different temperatures    (5ºC, 15ºC, 30ºC and 40ºC) for 24 h. After the 
treatment period, the solution was centrifuged at 7000 rpm for 10minutes to separate the aqueous 
phase containing the biosurfactant together with the oil, Any remaining oil  was further extracted 
with hexane. The hexane was recovered using a rotary evaporator and the residual oil was measured 
gravimetrically [19]. 
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Biosurfactant production  
 
Pantoea sp. produce biosurfactant in conditions minimal medium containing  5% (v/v) of 
Corn steep liquor, 2.0% (v/v) fat vegetable, 25.0% (v/v) pineapple peel residue, initial pH 7.0.  Fig. 
1 shows the average values of cell growth (CFU/ml), surface tension (mN/m), pH and biosurfactant 
yield (g/L) over the course of the fermentation.  The growth of Pantoea sp. was determined from 
culture medium samples collected from the fermenter vessel every 12 h over a 72-h period.  The 
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microbial growth was characterized by a lag phase for 36 h followed by an exponential growth 
phase, which was complete after 48 h of incubation. The maximum growth rate occurred between 
24 and 36 h with a max of 0.24/h. The maximum Log 10 (CFU/ml) value achieved was 8.63±0.12 
at 48 h of fermentation. The pH of the culture medium increased from an initial value of 7.2±0.1 to 
a maximum of 6.8±0.18 after 48 h of growth, and remained stable during the remainder of the 
fermentation period (Fig. 1).  
This decrease in pH is consistent with the observations of Silva et al. [20] who reported a 
decrease in pH values from 6.0 at 6.5 for Pseudomonas species cultivated in mineral medium 
containing different oils as the carbon source. The yield of  biosurfactant reached a maximum value 
of 1.47 g/L at 60 h, whereas the overall production peaked at 2.8±0.17 L at 48 h of fermentation 
(Fig. 1). Maximum surfactant yield therefore corresponded to the maximum growth phase of the 
culture, demonstrating a growth-related production of surfactant.  
The productivity of surfactant corresponding to the maximum surfactant yield was 
12.42±1.1 mg/L/h. The surface tension of the culture broth at the beginning of the fermentation was 
69.5±1.2 mN/m. However, the surface tension of the cell free medium collected at 36 h was 
30.4±0.7 mN/m, demonstrating the presence of surfactants. This result agreed with the results 
obtained by Aparna et al. [29], who observed that the surface tension of the liquid was about 
60mN/m whereas the surface tension of the foam produced was 30 mN/m. The critical micelle 
concentration was measured with various concentrations of the crude biosurfactant (Fig. 2). The 
crude biosurfactant reduced the surface tension of water from 72.5mNm to 30.2mN/m when the 
biosurfactant concentration was 1% (w/v). There by evidencing, its ability to reduce the surface 
tension even at a very low concentration. The above result manifests the possibility of using this 
biosurfactant as a potential economic alternative to chemical surfactants in large scale industrial 
applications. Any further increase in the concentration of the biosurfactant beyond this point (CMC) 
was not accompanied by a decrease in surface tension. These data agree well with the surface 
tension measurements made with the Trichosporon asahii culture samples by Preethy Chandran et. 
al. [8]. 
 
Figures Captions ( 1 ) 
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3.2. Ultraviolet spectroscopy, Ionic character, Elemental Analysis and Viscosity  
 
In order to obtain a deeper understanding of the physiological roles of biosurfactants, as 
well as their interaction with the other chemicals in the formulation of detergents, it is necessary to 
study the molecular structure[23]. 
  Insights into the aggregation behavior of the biosurfactant, and the formation and 
stabilization of microbubbles, can be obtained from the electrochemical properties of surfactant.  
The charge properties of biosurfactant micelles were characterized by measuring their zeta-
potentials. The values measured zeta-potentials were negative due to the presence of carboxylic 
groups, confirming the anionic character of the  biosurfactant  produced  
(Table 1).  
A similar result had been observed for the biosurfactant from P. fluorescens 495 submitted 
to the same test [9]. The elementary analysis of the biosurfactant composition showed the presence 
of carbon, hydrogen and nitrogen, in the highlighted presence of the carbon source with the highest 
percentage (Table 1).   
The purified biosurfactant exhibited a low viscosity corresponding to of 10 CP  (Table 1).  
The results are in agreement with Gutierrez et al [24] who reported that the presence of 
multiple functional groups present in the biosurfactant influences whether the viscosity is high or 
low. The UV spectrum of the biosurfactant revealed two maxima, one at 236 nm and the other at 
260 nm. The peak at 260 nm is broad and extends from 240 to 290 nm. The 236 nm peak could be 
attributed to b-unsaturated ketones or conjugated diene and the 260 nm peak probably indicates the 
presence of a substituted aromatic ring [25]. 
 
 
Table ( 1 ) 
Figures Captions ( 3 ) 
3.3. FT-IR, 1H and 13C NMR analysis 
 
Biosurfactants are generally macromolecules and it is not easy to determine their chemical 
structure, especially when these compounds are produced from industrial wastes. However, the 
determination of the structural formula of these compounds is fundamental to increasing production 
yield and designing novel compounds with specific structural features. Nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy is a powerful tool for structural elucidation, especially when accompanied 
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with infra-red analysis, which indicates the types of chemical bonds chemical groups [10]. The 
chemical composition analysis of the biosurfactant produced by Pantoea sp. suggested the presence 
of 65% lipids and 32% carbohydrates, signifying the glycolipid nature of the compound. According 
to the literature, most surfactants produced by genera of Pantoea sp. are glycolipids in nature [26, 
8].  
The FT-IR spectrum showed (Fig. 4) a broad, stretched, intense peak at around 3414 cm
-1
 
characteristic of hydroxyl groups. An asymmetrical C-H stretching vibration of aliphatic CH2 
groups was attributed to the peak at 2351 cm
-1
. The peak at around 1672 cm
-1
 and the peaks near 
1128 cm
-1
 suggested the presence of C-O groups present in carboxylate,. Absorption peaks in the 
range around 670–516 cm-1 correspond to the stretching of alkyl-halides.  A symmetrical, stretched 
peak near 1400 cm
-1
 indicated the presence of carboxyl groups [27]. 
Fig. 5 shows the 
1
H NMR spectrum of the biosurfactant from Pantoea sp., demonstrating 
two well-defined regions. The signals between (δ) 0.8 and 4.0 ppm and those between (δ) 5.0 and 
6.0 ppm were attributed to aliphatic and olefinic groups, respectively.  
The presence of chemical shift (δ) values at 1.11–1.20 ppm indicated the methyl group 
(CH3) corresponding to the sugar moiety.  The range of chemical shift (δ) signals from 3.63 to 4.66 
possibly indicate a glycosidic linkage of pentose/hexose sugars. Fig. 6 shows the 
13
C NMR 
spectrum (Attached Proton Transfer—APT) of samples containing the biosurfactant. The APT 
spectrum shows the signals as a function of the phase or the number of hydrogen nuclei bonded to 
carbon. CH3 and CH nuclei have a positive phase, while CH2 and C nuclei have a negative phase.  
Fig. 6 shows different regions of signal in the range of (δ) = 61.4–70 confirming the presence of an 
acetyl group in the biosurfactant. The signal at (δ) = 38.1–39.4 range indicated R CH2NH2 of the 
protein moieties. The C2 signals for β-glucose (δ = 77.16), α-glucose (δ = 71.11) & β-galactose (δ = 
73.10) and C3 signals for β-glucose (δ = 76.6) & α-glucose (δ=73.5) were also observed. 
Characteristic NMR spectral peaks of biosurfactant were also previously observed in biopolymers 
obtained from different sources [10, 12, 28, 29, 30]. 
 
Figures Captions ( 4 ) 
Figures Captions ( 5 ) 
Figures Captions ( 6 ) 
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3.4. Mass analysis by LC–MS and Fatty acid composition (GC) 
 
LC-MS was used in this study to elucidate the biosurfactant structures. The samples were 
first infused into the mass spectrometer using a syringe pump, to obtain the overall mass spectra 
produced with different lipid precursors. 
 The results are shown in Fig. 7. A complex mixture of mainly acidic biosurfactant (e.g. 
with the fatty acid moiety of C18:1 and C16:0, m/z 704.8 and 679.3, respectively) was formed in 
the fermentation using organic substrates (Fig. 7b). The biosurfactants produced  were also 
complex, containing both lactonic SLs (C18:0, C18:1, C18:2 and C16:0 with m/z  688.9, 686.9, 
684.9 and 661.2, respectively) and acidic SLs (C18:0, C18:1, C18:2 and C16:0 with m/z 726.0, 
735.0, 750.0 and 679.3, respectively) (Fig. 7a, 7b, 7c and 7d). The MS spectrum, together with the 
structures reported in the literatures [4,17], strongly suggested that the molecule is the diacetylated 
lactonic, -hexadecanoic acid 1-4-lactone 6,6-diacetate, as shown in Fig. 7. 
The fatty acid composition of the isolated biosurfactant analyzed by Gas Chromatography 
revealed the presence of C16:0 (51.4%) and C18:1 (13.9%) as the major components, and C18:0 
(17.5%), C18:3(12.5%) and C8:0 (4.5%) in minor quantities. The presence of both glycosyl units 
and lipid moieties on the same spots indicated that the sample was a glycolipid. These results 
suggest that Pantoea sp. produced glycolipids in medium organic substrates of corn steep liquor, 
broth pineapple peels and vegetable fat.  The results obtained in this work exhibited similarities 
with that of the isolate from Pseudozyma Churashimaensis sp. which produced glicolipids in a 
synthetic medium [18]. 
 
 
Figures Captions ( 7 ) 
 
3.5. Thermal analysis (TGA and DTA) 
 
  Thermal analyses were carried out in order to better assess the thermal behavior of  
biosurfactant.The thermogravimetric analysis (TGA) and differential thermal analysis (DTA) 
profiles of TS in a nitrogen atmosphere are shown in Fig. 3. In particular, the TGA profile shows 
the mass loss events accompanied by different slopes of thermogravimetric trace (i.e., weight loss 
rate). From the TGA profile (Fig. 8a), TS was determined to have an onset temperature (To) of 
50.8ºC and a peak temperature (Tp) of 799.9ºC, resulting in a weight loss of approximately 73.8%, 
possibly attributed to biosurfactant decomposition. The DTA profile (Fig. 3b) exhibits an 
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endothermic event at 261.2ºC in good correlation with the TG peak temperature (Fig. 8a). 
Additionally, an exothermic event in the DTA plot (Fig. 8b) shows a Tp of 305.6ºC. The thermal 
behavior of TS is consistent with that of a flavonoid triglycosides from the seeds of C. oleifera with 
a decomposition point of 220ºC [31]. 
 
 
Figures Captions (Fig. 8) 
3.6. Biosurfactant toxicity  
 
      The biosurfactant from Pantoea sp. was tested for toxicity in a short term bioassay using the 
microcrustacean Artemia saline. in which the biosurfactant did not cause lethality to the brine 
shrimp after 24 h, (Table 2).  This indicates the low toxicity of the biosurfactant from Pantoea sp.  
    The acute toxicity tests of the surfactant JE1058BS produced by the bacterium Gordonia sp. 
against two species of marine larvae, Mysidopsis bahia (shrimp) and Menidia beryllina (fish), also 
showed low toxicity for this biosurfactant [32].  
The germination index (IG), which combines measures of relative seed germination and relative 
root elongation, was used to evaluate the toxicity of the biosurfactant on cabbage (B. oleracea). 
Considering that a GI value of 80% has been used as an indicator of the disappearance of 
phytotoxicity [33], the results obtained indicated that the solutions tested did not show inhibitory 
effects on the seed germination and root elongation of cabbage., GI values of 100 at 86% were 
found for biosurfactant solutions of 0.0, 0.1, 10, 30 and 50 mg/mL, respectively. 
 
Table ( 2 ) 
3.7. Stability of the biosurfactant  
 
   The stability of the biosurfactant at various pH, temperatures and NaCl concentrations was 
studied using measured changes in the surface tension. The biosurfactant showed sustained stability 
even after 1 h of treatment at 5–121ºC (Fig. 9 (A1, A2, A3  e A4)). These results are in good 
agreement with the study from Portilla et al. [2] who reported that the biosurfactants produced by L. 
pentosus were stable after 24 h of exposure to 10, 25 and 40 ºC. Further, Ghojavand et al. [1] 
investigated the stability of a biosurfactant from a Bacillus subtilis strain at 100 ºC at different 
exposure times. Similarly, within the salinity range of 2-15% (w/v) the biosurfactant demonstrated 
stability (Fig. 9 (B)). Similar results were reported by Vaz et al. [6] for the biosurfactant obtained 
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from Bacillus subtilis. At the pH range of 6-8, the biosurfactant remained stable, showing no 
changes in surface tension (Fig. 9 (C)). 
    In similar studies, other authors [34] have showed that the surface  activity  of   biosurfactants 
from L. pentosus  are  not negatively affected by pH values between 7.5 and 10.5, although their 
stability is challenged by acid pH values. 
 
Figures Captions ( 9 ) 
 
3.6. Removal of hydrocarbons from contaminated sandy soil 
 
The application of biosurfactants in enhanced oil recovery is one of the most promising 
techniques to remove and recover a significant amount of the residual oil. The results obtained 
demonstrated that the Pantoea sp.  biosurfactant solution at 1.0%(w/v)  concentration was capable 
of removing from 87% to 98% of the oils (motor oil, diesel oil, kerosene and Petroleum) adsorbed 
in sand, while the distilled water (control) and synthetic surfactant removed 48% and 63% of the 
contaminated oil respectively (Table 3). Biological surfactants have advantages over chemical 
surfactants in being more efficient, effective and ecofriendly, because they remove oil contaminants 
by mobilization without modifying the chemical nature of soil [13; 35], due to the reduction of 
surface and interfacial tension. 
 
Table ( 3 ) 
4. Conclusions 
 
Petroleum hydrocarbon compounds bind to soil components and are difficult to remove and 
degrade. Biosurfactants can emulsify hydrocarbons, enhancing their water solubility, decreasing 
surface tension and increasing the displacement of oil substances from soil particles. The results 
obtained in this study demonstrated that the biosurfactant solution was capable of removing a large 
percentage of oil adsorbed in sand.  
The excellent surface tension reducing characteristics of the biosurfactant produced by 
Pantoea sp., grown in a low cost medium, and its stability over a wide range of temperatures, pH, 
and salt concentrations suggest the possibility for the use of this new biosurfactant in commercial 
applications. These results indicate that the biosurfactant is suitable for use in the petroleum 
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industry and in environmental applications, such as enhanced oil recovery, cleaning of oil 
reservoirs, reducing oil viscosity for crude oil transportation, and the decomposition of spilled oils 
in soil or marine environments. 
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 FIGURES 
 
 
 
Fig. 1 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 1  Growth, pH, surface tension, biosurfactant concentration of  Pantoea sp.  in  corn steep 
liquor, fat vegetable and pineapple peel medium residue over  72h at 250 rpm and 30 ºC. 
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Fig. 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fig. 2  Surface tension versus concentration of the isolated biosurfactant from Pantoea sp.    
cultivated in medium residue over 72h. 
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Fig. 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 The UV spectrum of the biosurfactant from Pantoea sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
150 200 250 300 350 400
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
wavelength (nm)
89 
 
 
 
 
 
Fig. 4  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Fig. 4  FT-IR spectra of the biosurfactant extracted from medium  
        organic substrates. 
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Fig. 5 
 
 
  
 
 
 
Fig. 5.
1
H NMR spectrum of biosurfactant isolated produced by Pantoea sp. from the medium 
organic substrates. 
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Fig. 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6. 
13
C NMR spectrum of biosurfactant purified from the media organic substrates: Corn steep 
liquor, fat vegetable and pineapple peel. 
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Fig. 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7.  LC–MS spectrum and chemical structure of one component (retention time of 14.27min) of 
biosurfactant produced during Pantoea sp. growth on medium containing organic substrates. 
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Fig.  8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Simultaneous thermogravimetric analysis (a) profiles of TGA in a nitrogen      atmosphere 
and differential thermal analysis (b). 
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Fig. 9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Effect of temperature (A1-5ºC, A2-50ºC, A3-121ºC, A4-100ºC), NaCl concentration (B) and 
pH (C) on the surface tension of biosurfactants produced by Pantoea sp. 
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TABLES 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1 Chemical properties of biosurfactant from culture of Pantoea sp. by 72h.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
Sample Viscosity (CP) 
Elemental 
Composition 
 
Ionic character 
 (Zeta-potentials (mV) 
28.59/Dv 1.5
) 
(Conductivity (µS/cm) 
197.7/23.8ºC
) 
 
 
Biosurfactant  10,2  ± 0.5 
 
C  25,74 % 
H   4,77 % 
N   1,00 % 
 
Anionic 
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Table 2. 
 
 
 
 
 
 
Table 2- Observation of the toxicity of the isolated biosurfactant on microcrustacean bioindicators 
using Artemia salina, and seeds of B. oleracea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Solution of the isolated biosurfactant (mg/mL) 
0.1 1.0 10.0 30.0 50.0 
Artemia saline,  using 
10uni of the  
microcrustacean   
 
0 %  
 
0%  
 
0% 
 
0% 
 
0% 
 
Germination Index (IG) 
using 10 seeds 
 
100% ± 0.3 
 
99% ± 
0.5 
 
98% ± 
0.5 
 
90% ± 
0.4 
 
86% ± 0.6 
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Table 3. 
 
 
 
Table 3- Removal of petroleum, oil diesel, kerosene and oil motor adsorbed in standard sand 
samples by the biosurfactant produced by Pantoea sp. cultivated in medium residue during 72h and 
compared to distilled water (as the control). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Removal agent Pollutant removal from sand (%) 
Diesel Petroleum Oil motor Kerosene 
Solution of the isolated 
biosurfactant at a concentration 
CMC (1% w/v) 
 
95% ± 0.5 
 
98% ± 0.9 
 
87% ± 0.3 
 
97% ± 0.8 
 
Control (distilled water) 
 
52% ± 0.5 
 
45% ± 0.4 
 
48% ± 0.6 
 
50% ± 0.5 
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Parte dos resultados obtidos nesse trabalho foram submetidos para publicação em 
livros, revistas e apresentados em congressos, como também, durante o decorrer deste 
trabalho auxiliamos em outras pesquisas e seus resultados forma submetidos a revista, 
livros e congressos. 
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